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1.RESUMEN

Los rizobios son bacterias del suelo que se encuentran en asociacién simbiotica con
las leguminosas. Durante esta asociacion, estos microorganismos llevan a cabo la
fijacion biolégica de nitrégeno, un proceso de gran impacto ambiental que permite
a las plantas adquirir el nitrégeno atmosférico. El establecimiento de la simbiosis se
encuentra finamente regulado mediante un dialogo molecular que comienza cuando
los organismos se reconocen mutuamente en la rizésfera y culmina con la formacién
de organos especializados, llamados nédulos, en las raices de las plantas
hospederas. Los mecanismos moleculares implicados han sido ampliamente
estudiados en modelos simbioticos en los que participan rizobios pertenecientes al
subgrupo alfa de las proteobacterias. Sin embargo, hasta ahora se tiene muy poca
informacion de como ocurre este intercambio de sefiales entre las leguminosas y los
simbiontes pertenecientes a los géneros Paraburkholderia y Cupriavidus del
subgrupo beta de las proteobacterias.

Este trabajo tuvo como objetivo principal identificar las proteinas y principales vias
metabdlicas implicadas en el establecimiento de la simbiosis entre la cepa de rizobio
UYMMAO2A, perteneciente al género Cupriavidus y uno de sus hospederos, la
leguminosa Mimosa pudica. Para esto se realizaron distintas aproximaciones, desde
la modulacién de un nutriente esencial como el nitrégeno, hasta el intercambio de
sefiales entre los dos organismos mutualistas. Los resultados obtenidos indicaron
que las proteinas que se sobreexpresaron fueron mayoritariamente las
pertenecientes al metabolismo de aminoacidos, la biosintesis de lipidos y las
relacionadas al estrés, destacando la implicancia de estas vias en la interaccion entre
los protagonistas.

Complementariamente se realizé la construccién de mutantes puntuales en genes
seleccionados, obteniendo la cepa Cupriavidus sp. UYMMa02AAnodD, una cepa que
contiene una delecion en el gen que codifica para el regulador transcripcional NodD.

De acuerdo a los resultados obtenidos se podria afirmar que Cupriavidus sp.
UYMMaO02A adapta su metabolismo de nutrientes y transporte frente a las distintas
condiciones ensayadas, modula diferentes proteinas relacionadas al estrés y la
interaccion como consecuencia de la presencia de su hospedero; y ademas seria
capaz de nodular plantas de Mimosa pudica mediante un mecanismo independiente
de la proteina NodD.



2. INTRODUCCION

2.1. Losrizobiosyla FBN

El nitrégeno (N) es uno de los elementos indispensables para el desarrollo de todos
los seres vivos. Junto con el carbono, hidrégeno, oxigeno y potasio, el nitrégeno
compone las biomoléculas estructurales por lo que se considera un macro nutriente.
Este elemento forma parte de componentes esenciales como acidos nucleicos,
aminoacidos, fosfolipidos, coenzimas, vitaminas, ATP, entre otros (Azcén-Bieto and
Tal6n, 2003).

Las relaciones entre los estados de oxidacién del nitrégeno, que en conjunto
conforman el ciclo del N, son consecuencia de la actividad metabdlica de
microorganismos, plantas y animales (Figura 1). El nitrato (NOs-) y el amonio (NH4*)
son las principales formas de nitrégeno combinado absorbido por las plantas. El
NHa4* producido a partir de los restos de seres vivos puede ser absorbido por las
plantas, transformarse en NOs- (nitrificacidn), o perderse como NH3 (volatizacion).
Parte del NO3- es reducido a NH4* (amonificacion), y en condiciones de bajo Oz puede
ser respirado por algunos microorganismos. La respiracién de NOs3- tiene como
consecuencia la salida de nitrégeno de los ecosistemas (desnitrificaciéon) (Monza
and Marquez, 2004).

Aunque el N es uno de los elementos mas abundantes de la naturaleza,
constituyendo el 78% de la atmosfera, en muchos ambientes su biodisponibilidad
es limitante. Esto se debe a que la forma gaseosa (N2), no puede ser asimilada
directamente por la mayoria de los seres vivos. El principal mecanismo que existe
de entrada de nitrégeno a los ecosistemas ocurre por un proceso reductivo, la
fijacion biolégica de nitrégeno (FBN), el cual es realizado unicamente por
microorganismos procariotas (Bruijn, 2015; Monza and Marquez, 2004).

La FBN es la capacidad que tienen ciertas bacterias y archeas de reducir la molécula
de dinitréogeno (N2) a NHs. Se ha calculado que este proceso es responsable del 87%
del N fijado en la naturaleza, considerandose uno de los servicios ecolégicos mas
importantes que los microorganismos ofrecen a eucariotas (Azcon-Bieto and Taldn,
2003). Los microorganismos capaces de llevar a cabo la FBN se denominan
diazétrofos (diazo = Nitrégeno, trofo = comida), se encuentran ampliamente
distribuidos en el arbol filogenético y tienen diferentes estilos de vida incluyendo
organismos aerobios, anaerobios, autétrofos, heterétrofos, metanotrofos, los cuales
pueden desarrollarse como células individuales o en filamentos (Roesch et al., 2007;
Young, 1992).
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Figura 1. Ciclo del nitrégeno. Relaciones entre diferentes estados de oxidacion del nitrégeno como
consecuencia de la actividad metabdlica de microorganismos, plantas y animales. Creado con
BioRender.

El encargado de llevar a cabo el proceso de FBN es el complejo enzimatico de la
nitrogenasa (NR). Este complejo se encarga de reducir el triple enlace del N2
implicando un alto costo energético (16 ATP), bajo un mecanismo molecular que
aun no se encuentra totalmente dilucidado, para producir NH3y H2 (Ryu etal., 2017;
Taiz, L & Zeiger, 2006), segun la siguiente reaccion:

N2 +16 MgATP + 8e-+ 8 H*—> 2 NH3 + H2 + 16 MgADP + 16 Pi

Desde un punto de vista evolutivo ain se desconocen los origenes del NR, de todos
modos, en la mayoria de los diazotrofos se encuentra un conjunto de genes
denominados genes nif (nifH, nifD y nifK, que codifican para las subunidades core de
NR) usualmente utilizados como marcadores genéticos para el estudio de este grupo
de microorganismos (Bruijn, 2015). En muchas especies NR depende de la cadena
de transporte de electrones codificado por los genes fixABCX, que se encarga de
reducir flavodoxina o ferredoxina utilizando NADH para suministrarle electrones
(Ledbetteretal, 2017; Zhengetal., 2017). NR esta compuesto por dos componentes:
la proteina Mo-Fe (molibdeno-hierro), también llamada dinitrogenasa o
componente I (codificada por los genes nifDK), que cuenta con cuatro subunidades,
cada una con dos centros Mo-Fe-S y un nimero variable de centros Fe-S; y la
proteina Fe (ferro proteina), también llamada dinitrogenasa reductasa o
componente I, la cual es codificada por el gen nifH, es de menor tamafio y esta
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compuesta por dos subunidades idénticas, tiene cuatro centros hierro azufre (4Fe-
45?-) que participan en las reacciones redox implicadas en la catalisis. Ninguno de
los dos componentes tiene actividad catalitica por si solo (Taiz, L & Zeiger, 2006). Si
bien todos los diazdtrofos poseen la nitrogenasa clasica (Mo-Fe nitrogenasa),
existen algunos microorganismos que poseen también una o dos complejos
enzimaticos alternativos, donde el cofactor Mo del sitio catalitico es sustituido por
vanadio (V) o hierro (Fe) (V-Fe o Fe-Fe nitrogenasas) (Bruijn, 2015). Boyd y
colaboradores reportaron que la Mo-Fe nitrogenasa fue el primer tipo de
nitrogenasa en emerger en archeas metanogénicas y que las nitrogenasas
alternativas evolucionaron en respuesta a una limitacion de Mo. Cuando el Mo
aumentd su biodisponibilidad en la bidsfera, la nitrogenasa clasica se hizo frecuente
(Boyd et al.,, 2011). Complementariamente, Fani y colaboradores propusieron que
los genes nifENDK, implicados en la biosintesis del cofactor Fe-Mo, estaban
presentes antes de la divergencia entre Bacteria y Archea (Fani et al,, 2000). De
hecho, como se puede observar en la Figura 2, el analisis filogenético indicaria que
la fijacién de nitrégeno se originé en el tltimo ancestro comun de los tres dominios
(Bacteria, Archea y Eucaria), esto al menos se infiere por la presencia de NR en los
dos dominios procariotas (Zheng et al., 2017). El alto costo energético de la FBN
tiene como consecuencia que después de la divergencia, en muchas especies, el
debilitamiento de la presién selectiva podria haber resultado, junto con la
conversion de la atmésfera a oxigénica, en la pérdida de estos genes para eucariotas
y un gran porcentaje de procariotas. Sin embargo, su alto grado de conservacidn,
sugiere que los genes nif han prevalecido debido a la transferencia horizontal de
genes (THG) (Fani et al.,, 2000).

En base a la secuencia del gen nifH, los diaz6trofos caen en cuatro clados distintos:
(I) bacterias que tienen secuencias nifH y algunas vnfH (secuencia que codifica para
la V-Fe nitrogenasa), (II) secuencias anfH (secuencia que codifica para Fe-Fe
nitrogenasa) de bacterias y archeas metanogénicas, (III) secuencias nifH de
bacterias y archeas anaerobias, y (IV) secuencias de genes paralogos a nifH que no
tienen rol en la fijacién de nitrégeno (Bruijn, 2015).

En bacterias la FBN se da en seis phyla: bacterias verdes del azufre (Chlorobi),
cianobacterias, Gram positivas de bajo (Firmicutes) y alto contenido de G+C
(Actinobacteria), Spirochaetes y Proteobacteria, siendo esta ultima la division
bacteriana mas abundante en diazétrofos, y particularmente en rizobios (Lloret
2005) (Figura 2). A su vez, pueden dividirse en dos grandes grupos: aquellas que
son capaces de fijar el N2 en asociacion - simbiotica o no-simbioética - con una planta,
y las que realizan el proceso de FBN en condiciones de vida libre (Bhattacharjee et
al., 2008; Masson-Boivin et al., 2009). Solamente algunos linajes de Angiospermas
han evolucionado y conseguido una eficiente simbiosis con microorganismos
fijadores de N2 (Masson-Boivin and Sachs, 2018; Raymond et al., 2001). Fabaceae y
Ulmaceae son las familias que establecieron el mutualismo con rizobios, mientras
que bacterias del género Frankia fijan nitrogeno junto a Betulaceae, Casuarinaceae,
Coriariaceae, Datiscaceae, Elaeagnaceae, Myricaceae, Rhamnaceae y Rosaceae (Soltis
etal., 1995).
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Figura 2. Filogenia de diazdtrofos basada en la secuencia del gen del ARNr 168S. Filogenia del
gen del ARNr 16S de procariontes que contienen los genes nif. El analisis filogenético indicaria que la
fijacion de nitrégeno se originé en el dltimo ancestro comun entre los dominios Bacteria, Archea y
Eucaria. Particularmente en bacterias la FBN se da en seis phyla: Chlorobi, Cianobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria, Spirochaetes y Proteobacteria, siendo esta ultima la divisién bacteriana mas
abundante en diazétrofos. Tomado de (Bruijn, 2015).

Los rizobios son bacterias del suelo, bacilos Gram negativos, que presentan flagelo
polar o subpolar o dos a seis flagelos peritricos. La mayoria posee un metabolismo
aerobio heteroétrofo, tienen la capacidad de utilizar una gran variedad de azudcares
como fuente de carbono y pertenecen a varios géneros dentro de las clases a y 3 de
las Proteobacterias ((Azcon-Bieto and Talon, 2003; Shamseldin et al., 2017; Tang
and Capela, 2020), Garabato & Sandes, en preparaciéon). Ademas, una caracteristica
que define a estos microorganismos, es la capacidad de formar junto a las
leguminosas - y excepcionalmente la no leguminosa Parasponea sp. - la asociacion
simbidtica mutualista mas estudiada hasta el momento, considerandose de las mas
importantes desde el punto de vista agricola y ambiental (Franche and Lindstrém,
2009; Hayat et al., 2010). Esta simbiosis se manifiesta con la formacion de un 6rgano
especializado en raices - y ocasionalmente tallos - de las plantas hospederas
denominado nédulo, en los que se alojan los rizobios y se lleva a cabo la FBN (Gibson
et al., 2008). Cuando los rizobios infectan la célula vegetal, estas envuelven a las
bacterias en vesiculas membranosas denominadas simbiosomas (ver seccion 2.3.1).
En este compartimento intracelular es que se da la diferenciacion del rizobio a
bacteroide, el cual esta altamente especializado y optimizado para llevar adelante la
FBN (Martin et al,, 2017). Los bacteroides necesitan un suministro permanente de
compuestos carbonados para la generacion de ATP y poder reductor a través de la
fosforilacion oxidativa. La sacarosa es el principal fotosintato que aporta carbono y
energia a la fijacion. En el nédulo se hidroliza a fructosa y UDP-glucosa por la accién
de la sacarosa sintasa, enzima que se considera fundamental para este proceso y
cuyos niveles de ARNm estan estrechamente asociados con el aumento de la
actividad de NR en los bacteroides (Liu et al., 2018). En el citosol de las células del
no6dulo, las hexosas son catabolizadas por la glicélisis hasta fosfoenolpiruvato (PEP),
que puede ser respirado y generar ATP para el mantenimiento energético celular, o
ser metabolizado a malato, succinato y fumarato. Estos acidos carboxilicos ingresan
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mediante trasportadores especificos situados en la membrana del simbiosoma y del
bacteroide, siendo metabolizados en este ultimo mediante el ciclo de Krebs (Liu et
al., 2018; Oldroyd et al., 2011).

El proceso simbidtico mutualista se explica porque a cambio de su inversién en
fotosintatos, la leguminosa recibe una fuente de nitrégeno reducido, principalmente
amonio (Monza and Marquez, 2004). Las células vegetales evitan la toxicidad por
amonio incorporandolo rapidamente a los esqueletos carbonados, a través de la via
de la glutamina sintetasa y glutamato sintasa, formando glutamina y glutamato,
respectivamente (Mulley et al,, 2011; Seabra et al., 2010). Una vez que se incorpora
el nitrogeno, distintas transaminasas se encargan de sintetizar otros aminoacidos
como aspartato, alanina y asparagina (Ricoult et al., 2006; Sulieman and Tran, 2013;
Xu et al,, 2017). Todas las transaminasas son dependiente del cofactor pirodoxal
fosfato y se encuentra ampliamente distribuida en los tejidos vegetales como raices,
tallos y hojas (Xu et al., 2017). En estas condiciones el proceso se vuelve muy
eficiente, llegando a cubrir las necesidades totales de nitrégeno durante el
desarrollo de la planta.

La FBN estd regulada tanto por el metabolismo del nitré6geno como por el del
carbono. El complejo nitrogenasa se inhibe en presencia de nitrégeno combinado
(NOs-0 NH4*) y se inactiva completamente en presencia de oxigeno (02) (Boyd et al.,
2011).

Las evidencias disponibles sugieren que el origen de la FBN evolucion6 en un
ambiente andxico, lo cual seria consistente con la alta sensibilidad al oxigeno por
parte del NR (Boyd etal., 2011). Sin embargo, los bacteroides tienen un metabolismo
aerdbico, y necesitan del Oz como aceptor final de electrones en la fosforilacion
oxidativa, por lo que los procesos de respiracién y FBN se encuentran finamente
regulados y coordinados para que se puedan efectuar exitosamente. Para esto, los
organismos han incorporado distintas adaptaciones que dependen del diazo6trofo
implicado. Por ejemplo, algunas cianobacterias forman heterocistos, células
especializadas con adaptaciones estructurales y funcionales que permiten separar
espacialmente la fijacion de nitrégeno y la respiracion; algunos diazo6trofos de vida
libre como Azotobacter, protegen a la NR aumentando la tasa de respiracion, lo que
les permite mantener bajos niveles de Oz en el citoplasma; mientras que los rizobios
cuentan con al menos tres mecanismos para regular las concentraciones de O:z. El
primer mecanismo consiste en una barrera en la capa cortical de los nddulos, cuya
permeabilidad frente a este gas es controlada por la planta; sélo concentraciones en
el rango de nanomolar de esta molécula traspasan esta barrera (Rutten and Poole,
2019). Un segundo mecanismo es mediante la producciéon de leghemoglobina, una
hemo proteina que transporta el Oz de manera que llegue a los bacteroides para la
respiracion celular, pero manteniéndolo en bajas concentraciones, para no inhibir
el complejo enzimatico (Monza and Marquez, 2004; White et al., 2007). En plantas
con mutantes knockout en leghemoglobina se observé que no hay expresion de la
nitrogenasa en bacteroides resaltando de ahi su importancia en este mutualismo. En
comparacion con la mioglobina (hemoproteina humana), esta tiene mayor afinidad
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por el oxigeno, pero la liberacidn del gas es mas lenta. La leghemoglobina tiene la
capacidad de limitar el oxigeno libre para prevenir dafio a NR y generar altas
concentraciones de oxigeno “seguro” para los bacteroides, de manera simultanea
(Ott et al., 2005). El tercer mecanismo consiste en un control, por parte de los
nédulos, de los niveles de oxigeno de las células vegetales infectadas. Las
mitocondrias de las células infectadas emplean oxidasas terminales de alta afinidad
que se localizan en areas de la periferia celular, donde la entrada de oxigeno es
probablemente alta. Se cree que esto actia como una barrera adicional de oxigeno,
ya que las mitocondrias consumen este gas protegiendo a los simbiosomas del
mismo. También se ha propuesto que este mecanismo serviria para ajustar las tasas
de fijacion en respuesta a la disponibilidad de oxigeno (Rutten and Poole, 2019).

2.1.1. Diversidad filogenética de rizobios

En las ultimas décadas, los andlisis filogenéticos han tomado partido en la
caracterizacion de los rizobios. En particular, mediante el uso de secuencias del gen
rrs que codifica para el ARN ribosomal (ARNr) 16S, se ha establecido la disposicién
filogenética de estas bacterias a nivel de género (Andrews and Andrews, 2017). En
la actualidad hay cerca de 238 especies de rizobios descritas en el mundo,
distribuidas en 18 (19, teniendo en cuenta Trinickia) géneros pertenecientes a las
clases a y 3 dentro de las proteobacterias (Shamseldin et al., 2017). Los primeros
descritos y los mas estudiados hasta el momento, son los rizobios pertenecientes al
grupo de las a-proteobacterias, también llamados a-rizobios y se clasifican en 16
géneros. En cambio, los pertenecientes a las 3-proteobacterias, también conocidos
como [B-rizobios comprenden solamente 3 géneros, Cupriavidus, Paraburkholderia y
el recientemente postulado Trinickia, reportado en base a aproximaciones
filogenéticas, identidad nucleotidica promedio (ANI, de sus siglas en inglés) e
identidad aminoacidica (AAI, de sus siglas en inglés) (Estrada-de los Santos et al,,
2018) (Figura 3). Los géneros Cupriavidus y Paraburkholderia se describieron por
primera vez en 2001 en dos trabajos paralelos. Por un lado, Moulin y colaboradores
aislaron dos cepas de Burkholderia (STM678 y STM815) de Aspalathus carnosa
(Papilionoideae) en Sudamérica y de Machaerium lunatum (Papilionoideae) en la
Guyana Francesa, respectivamente (Moulin et al., 2001). Estas cepas fueron
posteriormente denominadas como Burkholderia tuberum 'y Burkholderia
phymatum (Vandamme et al.,, 2002), que luego fueron incorporadas a un nuevo
género, Paraburkholderia (Sawana et al, 2014). Por otro lado, se describi6 a
Ralstonia taiwanensis aislada de dos especies de Mimosa (Mimosa pudica y Mimosa
diplotricha) en Taiwan (Chen et al,, 2001), que posteriormente fue renombrada a
Cupriavidus taiwanensis (Vandamme and Coenye, 2004). Desde entonces, diversos
estudios mostraron la presencia generalizada de (-rizobios como simbiontes de
especies de Mimosa a lo largo del trépico, en Costa Rica, Estados Unidos, Panama3,
Venezuela, Brasil, Taiwan, Australia, India, Nueva Guinea, China, Nueva Caledonia,
México y Uruguay (Bontemps et al., 2016, 2010; dos Reis et al., 2010; Klonowska et
al, 2012; Mishra et al, 2012; Platero et al, 2016; Taulé et al, 2012).
Complementariamente, en 2008 Amadou y colaboradores secuenciaron el genoma
de Cupriavidus taiwanensis, y lo compararon con los genomas disponibles de
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rizobios a la fecha. Los investigadores concluyeron que si bien existe un core genome
entre a y B-rizobios, no existe una genética comun para el establecimiento de
simbiosis con leguminosas (Amadou et al., 2008).
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Figura 3. Relacidn filogenética de proteobacterias capaces de nodular raices de leguminosas.
Andlisis filogenético de la secuencia del gen que codifica para el ARNr 16S (1450 pb) de 47 especies
representativas de los 18 géneros de bacteria capaces de formar nédulos en raices. Se indican los
valores de boostrap cuando son mayores al 50% (Shamseldin et al., 2017).

Las condiciones bidticas y abidticas del ambiente influyen fuertemente en la
seleccién de cepas bacterianas y de especies que sean capaces de vivir en el suelo.
Ademas, la presidn selectiva del hospedero y la THG son los principales mecanismos
que dan forma a la estructura genética de los microorganismos simbioticos (Lemaire
etal., 2016, 2015; Mishra et al., 2012). Actualmente, ha aumentado el conocimiento
sobre la diversidad de B-rizobios, pudiendo establecer que hay dos principales
centros de diversificacidon de 3-rizobios: los asociados a Mimosoideae en América del
Sur y los asociados a Papilionoideae en Sudafrica (Zheng et al., 2017). Estos grupos
no son totalmente independientes debido a que las placas tecténicas de América del
Sur y Sudafrica estaban integradas dentro del siper continente Gondwana (Simon
et al., 2011). Por esta razdon se establece la hipotesis que el ancestro de las
burkholderias ya se encontraba presente en los suelos de Gondwana, antes de la
separacion del stper continente, y por ende esta ruptura habria generado también
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la separacién de la poblaciéon bacteriana. Es probable que las burkholderias
sudamericanas encontraran plantas emergentes del género Mimosa y que las
colonizaran en suelos acidos y secos de la zona. En paralelo, las burkholderias
sudafricanas se asociaron a tribus papilonoideas. Su principal diferencia es que las
primeras contienen genes de nodulacién muy diferentes a los de los a-rizobios
locales, mientras que las ultimas poseen un rango de nodulaciéon amplio para varios
géneros de leguminosas que son generalmente noduladas por a-rizobios. Si bien es
dificil concluir de donde y como se obtuvieron los genes de nodulacién, Zheng y
colaboradores sugieren que las burkholderias sudamericanas emergieron
separadas de la poblacion local de a-rizobios y que es posible que sus ancestros
nodularon un género de leguminosas, precedente a las mimosas, que ya se
encuentra extinto (Zheng etal., 2017)

Para una simbiosis efectiva, los rizobios requieren genes especificos, que se
encuentran usualmente localizados en plasmidos simbidticos (pSym) o regiones
moviles del genoma denominadas islas simbioéticas; estas incluyen los genes de
nodulacion (genes nod, nol y noe) y los genes de fijacion de nitrégeno (genes nif, fix
y fdx) (Lindstrém and Mousavi, 2019; Zheng et al., 2017). Se cree que el conjunto de
genes de nodulacién se ensambl6é muy temprano evolutivamente, pero a su vez estos
genes divergieron tanto actualmente que es muy dificil determinar de qué linaje
bacteriano surgieron (Remigi 2016). Un gran ntimero de reportes indican que la
THG sucedi6 de los a a los B-rizobios, sin embargo Aoki y colaboradores reportan
que nodl] posiblemente se origin6 en [3-proteobacterias, mientras que nodABC
proviene de actinobacterias (Aoki 2013, Persson 2015). Por otra parte, los genes
implicados en la FBN se distribuyen en dominio archea y bacteria y se encuentran
distantes de los genes nod en cuanto a su filogenia, sugiriendo que los rizobios
tomaron estos genes de bacterias diazo6trofas en vida libre. Los genes simbioticos y
los de nodulacién se encuentran juntos como lo sefiala la Figura 4. Sin embargo, su
proximidad no es necesaria para su funcidn, por lo que posiblemente este médulo
simbidtico haya sido transferido recientemente (Remigi et al., 2016). La informacién
que se conoce sobre los rizobios pertenecientes a las (-proteobacterias es mucho
mas escasa que la de a-rizobios, por lo que su estudio serd una contribucién a la
diversidad microbiana del suelo.
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Figura 4. Caracteristicas del médulo simbiético de C. taiwanensis. Mapa de la region simbidtica,
genes nod en verde, genes nif en naranja, genes fix en violeta y trasposasas en amarillo. Adaptado de
(Amadou et al,, 2008).
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2.2. Leguminosas

Las leguminosas conforman un conjunto de plantas angiospermas que se agrupan
en la familia Fabaceae, una familia de distribuciéon cosmopolita que representa un
importante componente ecoldgico en casi todos los ecosistemas a nivel mundial,
encontrandosela hasta en los habitats mas extremos (Schrire et al.,, 2005). Esta
formada por aproximadamente 19500 especies agrupadas en alrededor de 770
géneros presentes como hierbas, arbustos y arboles. Son el tercer grupo mas grande
de angiospermas en términos de niumero de especies, y el segundo mas importante
desde el punto de vista econémico, después de Poaceae. La gran mayoria de las
especies son capaces de fijar N2 en simbiosis junto a los rizobios, seguramente su
caracteristica mas estudiada desde el punto de vista ecoldgico (Azani et al., 2017).

Recientemente, las leguminosas han sido foco de varios estudios filogenéticos a
nivel de subfamilias, tribus y grupos. En consecuencia, el Legume Phylogeny Working
Group (LPWG) establecié que la clasificacion de la familia en tres subgrupos -
Faboideae (o Papillionoideae), Mimosoideae y Caesalpinoideae - esta desactualizada
y no refleja el conocimiento actual sobre sus relaciones filogenéticas. De acuerdo con
los datos genomicos, proponen dividir la familia Leguminosae en seis subfamilias:
Cercidoideae, Detarioideae, Duparquetioideae, Dialioideae, Caesalpinioideaea y
Papilionoideae. Uno de los grandes cambios reportados indica que la anteriormente
considerada subfamilia Mimosoideae seria ahora parte de la subfamilia
Caesalpinioideae (Figura 5). Este cambio result6 controversial debido a la
reconocida y distintiva morfologia de las especies pertenecientes a Mimosoideae,
por lo que considerando que su filogenia no esta del todo resuelta, se decidio
denominar a lo que era la subfamilia Mimosoideae, clado mimosoide (del inglés
“mimosoid clade”), informalmente (Andrews and Andrews, 2017; Azani et al., 2017).

Dentro de la subfamilia Papillionoideae se encuentran las leguminosas mas
conocidas, las que producen las legumbres como poroto, lenteja, garbanzo, haba,
mani, etc.,, alimentos importantisimos para el ser humano, asi como las especies
forrajeras, alfalfa, trébol o lotus, que se utilizan como alimento para el ganado.
Presenta una amplia distribucién geografica, encontrdndose mayoritariamente en
zonas calidas (Izaguirre and Beyhaut, 2003a).

Ademas de su uso como alimento para el hombre y el ganado, las leguminosas son
utilizadas frecuentemente como abonos verdes para la fertilizacién natural del suelo
y como especies pioneras en la regeneracion de suelos pobres o degradados, con el
fin de mitigar la pérdida de biodiversidad y el cambio climatico. Es asi que, como
especies soporte, son incluidas en sistemas de produccion, con la finalidad de
potenciar el crecimiento de las especies que se usaran como alimento. Estas
funciones son caracteristicas de las especies pertenecientes al “clado mimosoide”
(Sprent, 2008; Sprent et al., 2013).

Desde el siglo XX agricultores de todas partes del mundo, han ido incorporando cada
vez mas la utilizacién de fertilizantes nitrogenados. En las ultimas décadas dichos
fertilizantes han sido asociados a numerosos problemas ambientales como la
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eutrofizacién de rios y mares, la contaminaciéon de aguas subterraneas y la
destruccion de la capa de ozono, contribuyendo al calentamiento global. La
preocupacion sobre la salud ambiental y los recursos limitados de la energia fosil,
hacen que el potencial de las leguminosas en su rol como fuente de nitrégeno sea
cada vez mas valorado en sistemas de rotacion con otros cultivos, ofreciendo una
practica de agricultura mas sustentable y amigable con el medio ambiente (Crews
and Peoples, 2004; Rubiales and Mikic, 2015).

Se estima que la cantidad de nitrégeno incorporado al suelo por afio es de alrededor
de 275 millones de toneladas a nivel mundial. De esta suma 30 millones son fijadas
por causas naturales (tales como la oxidacion del N2 a acido nitrico provocada por
las descargas eléctricas de las tormentas), 70 millones se deben al proceso industrial
de Harber-Bosch (el cual consiste en la reduccién de N2 a amonio bajo condiciones
de alta temperatura y presion en presencia de un catalizador a base de hierro) y
unos 175 millones de toneladas de nitrégeno son incorporadas a los ecosistemas
terrestres mediante la FBN. La utilizacién de este recurso natural para adquirir
nitréogeno disminuye la pérdida de este elemento en el suelo, asi como el uso de
fertilizantes quimicos y el consecuente gasto de compuestos organicos altamente
energéticos como el petroleo, necesarios para la produccion de los mismos (Azcon-
Bieto and Talén, 2003; Rees et al., 2005).

2.2.1. Mimosa

Mimosa es un género monofilético que incluye plantas herbaceas, arbustos y arboles,
dentro de la subfamilia Caesalpinioideae de las leguminosas. En Uruguay, es el
género mas abundante dentro de lo que anteriormente se denominaba subfamilia
Mimosoideae - ahora llamado clado mimosoideo - con aproximadamente 50
entidades, las cuales se distribuyen principalmente en el habitat serrano y riberefo.
En el primero, las especies forman matorrales densos en el bosque y sus bordes
mientras que en el habitat riberefio, tipico de las costas de rios y arroyos, se
desarrollan en forma de arbustos y arboles pequefios erectos o semi erectos, con
follaje mas delicado y legumbres y/o semillas adaptadas al traslado mediante
corrientes de agua (Izaguirre, 2005; Izaguirre and Beyhaut, 2009, 2003b)

Actualmente Mimosa consta de mas de 500 especies en todo el mundo, capaces de
crecer en habitats ampliamente diversos, desde bosques tropicales, sabanas,
bosques seco tropicales y subtropicales, matorrales, desiertos, praderas, hasta
humedales; asi como también viven en distintos tipos de suelos, ya sea con una baja
concentracion de nutrientes, a pH acido o suelos contaminados con metales pesados.
Su principal centro de diversificacion se encuentra en las regiones del Cerrado y la
Caatinga en el centro de Brasil, en donde existen mas de 200 especies endémicas, y
su distribucién abarca desde la zona subtropical de Sudamérica (Paraguay,
Argentina, Uruguay y el sur de Brasil) a México y sur de Estados Unidos (dos Reis et
al.,, 2010)(Simon et al,, 2011). Este género de leguminosas tiene la particularidad de
asociarse simbidticamente a rizobios pertenecientes a las a-proteobacterias y 3-
proteobacterias, postuldndose que la preferencia por uno u otro endosimbionte
depende de la ubicacién geografica, del ambiente y de su taxonomia. Hasta el
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momento se ha reportado que Mimosas spp. son preferentemente noduladas por
Paraburkholderia en Brasil, Rhizobium/Ensifer en México y Cupriavidus en Uruguay
(Bontemps et al,, 2016, 2010; dos Reis et al., 2010; Platero et al., 2016).
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Figura 5. Filogenia y clasificaciéon de las subfamilias de Fabaceae. El analisis se basa en 81
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Uruguay es considerado uno de los limites de diversificacion para Mimosoideae, 1o
que podria ser una de las razones por la que las mimosas nativas son
preferentemente noduladas por Cupriavidus. Estudios previos reportaron que una
mimosa endémica, M. uragiiensis, no fue nodulada por la cepa perteneciente al
género Paraburkholderia, B. phymatum STM815, en cambio nodulé de manera
efectiva con la cepa perteneciente al género Cupriavidus, C. taiwanensis LMG19424
(Elliott et al., 2006). Este comportamiento se demostr6 opuesto al observado en el
resto de la zona de diversificacidn, indicando que las mimosas uruguayas podrian
tener preferencias particulares sobre la seleccion de simbiontes (Platero et al.,
2016).
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2.3. Interaccion planta bacteria

Las plantas interaccionan con el ambiente que las rodea tanto en su parte aérea
(filésfera) como raiz (rizdésfera). La rizosfera se define como la zona del suelo
influenciada por la presencia de las raices de las plantas. La misma es una matriz
compleja que consiste en una relacién multivariada entre los organismos y el
ambiente, implicando interacciones fisicas y moleculares entre el suelo, las plantas
y los organismos que alli viven incluidos los microorganismos. A medida que fueron
aumentando los estudios sobre la biodiversidad y salud del suelo, la rizésfera fue
adquiriendo un rol cada vez mas preponderante (Lagunas et al, 2015). En la
rizésfera pueden ocurrir distintos tipos de asociaciones entre las plantas y los
microorganismos presentes, las hay patogenas, parasitas y mutualistas. En las
primeras, los patégenos generan dafio activamente en la planta para su propio
beneficio, causando por lo general necrosis. En el caso de las relaciones parasitas los
microorganismos reciben algin beneficio a expensas del hospedero, causando dafio
colateral en la planta debido a su presencia. Por ultimo, en las asociaciones
mutualistas tanto plantas como microorganismos resultan beneficiados. Dentro de
estas ultimas la mas estudiada es la simbiosis entre rizobios y leguminosas (Newton
etal., 2010).

2.3.1. Interaccién rizobio - leguminosa

La simbiosis entre leguminosas y rizobios no es obligatoria. Sin embargo, bajo
condiciones limitantes de nitrégeno, los simbiontes se buscan uno a otro mediante
un proceso activo que implica mecanismos de sefializacién y reconocimiento
especificos por parte de ambos simbiontes. Este dialogo molecular varia con el
rizobio y la planta hospedera y son multiples los factores que lo afectan; entre ellos
la compatibilidad entre los simbiontes, las condiciones fisicoquimicas del suelo, y la
presencia de ciertas biomoléculas como son los polisacaridos, fitohormonas y
flavonoides (Hayat et al, 2010). La secrecion de compuestos (exudados)
proveniente de las raices de las leguminosas (aminoacidos, proteinas, azlcares,
carbohidratos complejos, flavonoides, alcoholes, vitaminas y acidos organicos)
determina la composicidn de la rizdsfera, generando un ambiente rico en nutrientes.
Esto atrae a las bacterias del suelo, las cuales se acercan a la raiz provocando una
dura competencia por la colonizacién de este ambiente. En este contexto para
comenzar el proceso de infeccidn, los rizobios no sélo deben colonizar la rizésfera,
sino también adherirse a la raiz. Muchas son las proteinas participantes en la
endosimbiosis rizobio - leguminosas, dentro de las mas destacadas se encuentran
las adhesinas como ricadhesina que juega un rol muy importante en la adherencia
al pelo radicular, proteinas hidroliticas como las celulasas que erosionan la celulosa
del pelo radicular permitiendo la penetracion bacteriana y las glucanasas que estan
implicadas en la formacién de biofilms, la nodulaciéon y la modificaciéon de
exopolisacaridos (EPS) (Morel and Castro-Sowinski, 2013).

2.3.1.1. Flavonoides y otros compuestos quimioatrayentes

Los flavonoides son compuestos fendlicos de bajo peso molecular producidos por
las plantas. Generalmente se describen como no esenciales para la supervivencia de
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la planta, por lo que se consideran metabolitos secundarios. Son biol6gicamente
activos y se conocen mas de 10000 variantes estructurales producidas por plantas
vasculares, gran parte de ellos se han detectado en leguminosas. Debido a sus
propiedades fisicas y bioquimicas, los flavonoides pueden interactuar con diversos
blancos celulares para provocar distintas acciones en microorganismos, plantas y
animales (Weston and Mathesius, 2013). Entre los mas estudiados se encuentran:
flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanoles e isoflavonas (Figura 6). Estos poseen
como unidad basica una estructura de 15 atomos de carbono provenientes del
malonil-coenzima A y del p-cumaril coenzima A (Cesco et al., 2012). Su estructura
es del tipo C6-C3-C6 y se define por dos anillos aromaticos, A y B, unidos mediante
un anillo heterociclico de pirano o pirona, anillo C (Figura 6A) (Brencic, A & Winans,
2005). Entre sus roles principales se encuentran: la influencia en el transporte de
auxinas, la modulacion de los niveles de especies reactivas del oxigeno (ROS, de sus
siglas en inglés) en tejidos vegetales y la coloracién de varios tejidos, como por
ejemplo flores y frutos (Brencic, A & Winans, 2005).

Entre sus multiples funciones, los flavonoides tienen un rol destacado en la
sefializacion simbiodtica entre rizobios y leguminosas. Los exudados radiculares de
leguminosas contienen flavonoides especie-especificos, en particular del tipo
flavonas, que son especificamente reconocidos por sus respectivos microsimbiontes
en los que activan genes bacterianos (genes nod) implicados en la sintesis y
secrecion de moléculas (factores Nod) que son a su vez reconocidas especificamente
por la planta hospedera. Esta accion ocurre a través de la accion de la proteina NodD,
un regulador transcripcional del tipo LysR, la cual, en presencia de flavonoides
especificos, desencadena la sintesis de factores Nod y la consecuente infeccion y
nodulaciéon del hospedero (ver secciéon 2.3.1.3). Sin embargo, no todos los
flavonoides son capaces de inducir este proceso, una comparacién entre sus
estructuras reveldo que las hidroxilaciones en las posiciones C-7 y C-4 son
importantes para la activacion (Brencic, A & Winans, 2005). Algunos flavonoides
que inducen los factores Nod, como luteolina y apigenina, actdan como
quimioatrayentes frente a distintas especies del género Rhizobium. A su vez, cabe
destacar que la composicién de los flavonoides en la rizosfera puede resultar
alterada por la microbiota, ya que metabolizan y alteran la estructura de estos
compuestos a lo largo del tiempo (Weston and Mathesius, 2013).
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Figura 6. Moléculas quimioatrayentes presentes en exudados vegetales. Ejemplos de moléculas
que estan presentes en los exudados vegetales que son reconocidas como sefiales para la induccion
en respuesta de varias bacterias asociadas a plantas. Luteolina (A) y Genisteina (B) son flavonoides
que inducen la transcripcién de genes nod de varios rizobios. Estaquidrina (C) y Trigonelina (D) son
no flavonoides que inducen los genes nod en S. meliloti. Ac. Tetrénico (E) y Ac. Eritrénico (F) activan
los genes nod en S. meliloti, M. loti y R. lupini. Acetosiringona (G) y Ferulato (H) son compuestos
fenodlicos que inducen los genes de virulencia de A. tumefaciens. Shikimato (I) y Quinato (J) inducen
genes de la biosintesis de coronatina en P. syringae. Quercitina (K) y Arbutina (L) son glic6cidos
fenodlicos que activan la produccién de syringomycina en P. syringae. Modificado de (Brencic, A &
Winans, 2005).

Ademas de los flavonoides, existen muchos otros compuestos implicados en el
establecimiento de la simbiosis, resultando quimioatrayentes para la bacteria, entre
ellos, azucares, aminoacidos, acidos dicarboxilicos (succinato, malato, fumarato) y
compuestos aromaticos (shikimato, quinato, protocatecuato, vainillina,
acetosiringona, catecol) (Brencic, A & Winans, 2005; Cesco et al., 2012). Entre estos
compuestos se destacan las betainas (Figura 6C y Figura 6D), compuestos que
contienen amonio cuaternario que se identificaron en exudados de alfalfa como
inductores de los genes nod en S. meliloti. Las betainas se encuentran en tejidos
vegetales expuestos a estrés osmotico y en altas concentraciones en semillas, raices
y exudados radiculares de varias leguminosas. Los acidos aldénicos, como el ac.
tetronico y el ac. eritrénico (Figura 6E y Figura 6F), asi como algunos compuestos
fenolicos simples también son inductores de los genes nod pero al igual que las
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betainas, para cumplir esta funcidon se necesitan concentraciones mayores (orden
mM) que las requeridas de flavonoides (orden pM) (Brencic, A & Winans, 2005).

2.3.1.2. Polisacaridos

Los polisacaridos y oligosacaridos cumplen un rol esencial en la interaccién planta -
microorganismo. Dentro de los polisacaridos extracelulares bacterianos se incluyen
alos exopolisacaridos (EPS), lipopolisacaridos (LPS), polisacaridos capsulares (CPS)
y B-glucanos ciclicos, estos se encuentran en la superficie celular bacteriana y/o son
secretados en las proximidades de la célula, cumpliendo diversas funciones como
adhesion a superficies biodticas y abidticas, proteccién contra la desecacion,
inhibicién de la respuesta defensiva de la planta frente a la interaccién planta -
microorganismo, etc. (Kyungseok et al., 2008; Morel and Castro-Sowinski, 2013;
Qurashi and Sabri, 2012; Upadhyay et al., 2012).

Particularmente en la asociacién rizobio - leguminosa, los EPS son de suma
importancia en los procesos de invasion radical, en la formacién e infeccion de
nodulos y en el desarrollo de los bacteroides. Ademas, se encuentran involucrados
en la colonizacion de la planta y la agregacion celular, tal como se observo en varias
especies de Azospirillum, en las que los EPS influyen en la agregacion del suelo
rizoférico resultando en un aumento en la disponibilidad de agua y nutrientes en
plantas inoculadas (Qurashi and Sabri, 2012). Incluso, algunos EPS se unen a
cationes como Na*, pudiendo actuar en la mitigacion del estrés salino (Upadhyay et
al., 2012). Bomfeti y colaboradores demostraron que mutantes de las cepas R.
leguminosarum bv. viciae ANU 843 y R. leguminosarum RBL 5523 que carecen de
EPS (exo0), no son capaces de formar los canales o hilos de infeccién ni invadir los
nodulos en sus leguminosas hospederas (Bomfeti et al., 2011). Mutaciones Exo- en
Rhizobium sp NGR234, R. leguminosarum bv. trifolii 24.1 y en distintas cepas de S.
meliloti generaron la formacién de ndédulos no eficientes o pseudo-nédulos, y esto
se revertia mediante el agregado de EPS purificado perteneciente a las cepas
parentales. Como consecuencia, esto pseudo-nédulos inducen una alteracion en el
mecanismo de defensa de la planta, provocando un aumento en el grosor de las
paredes, una acumulacién de compuestos fenodlicos y necrosis de las células
corticales del hospedero (Bomfeti et al,, 2011).

Los LPS son componentes importantes de las membranas de bacterias Gram
negativas, se relacionan con la adaptaciéon y sobrevivencia de los rizobios bajo
diferentes condiciones ambientales. Ademas, es posible que los LPS enmascaren la
superficie bacteriana, evitando de este modo que se desencadene la respuesta de
defensa en la planta durante el establecimiento de la simbiosis (Fischer et al., 2003).
Se ha demostrado que mutantes defectuosos en la sintesis de LPS y [3-glucanos
ciclicos de M. loti, pierden competitividad y tienen menor capacidad de colonizacion
radicular (D’Antuono et al., 2005).

2.3.1.3. Factores Nod

Los factores Nod son moléculas del tipo lipo-quito-oligosacaridos (LCOs), consisten
en un tetra o pentasacarido de N-acetil-D-glucosamina sustituido en el C-2 de su
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extremo no reductor por una cadena de acido graso insaturado (Figura 7). Los genes
nodABC son necesarios para que ocurra la sintesis de la N-acetil-D-glucosamina, en
adicion a estos tres genes, cada especie de rizobio contiene genes que juegan roles
mas sutiles en la nodulacién (nod, nol, o noe) que codifican para proteinas especie-
especificas que modifican el esqueleto principal de los factores Nod (Andrews and
Andrews, 2017; Bonaldi et al., 2010) Ademas, puede contener otros sustituyentes
en diversos carbonos tanto de su extremo reductor como de su extremo no reductor.
Los rizobios son capaces de producir diferentes factores Nod, que se distinguen por
el grado de saturacion de la cadena de acido graso y los sustituyentes que presentan
en sus extremos. Por ejemplo, la cadena N-acyl puede variar entre sustituyentes
acetilo, carbamoilo, metilo o sulfurilo, que se pueden unir a la N-acetil-D-
glucosamina. Estas decoraciones determinan la especificidad de la interaccion entre
la leguminosa y el rizobio. NodA es la proteina capaz de reconocer distintas
variaciones de acidos grasos como sustrato contribuyendo a un mayor rango de
hospedero, junto con NodC que estd implicado en la determinacion de la longitud de
la estructura del factor Nod (Perret et al., 2000). Otros azdcares como fucosa o
arabinosa también pueden adicionarse en distintas ubicaciones de este esqueleto
carbonado, y pueden a su vez contar con varios sustituyentes que pueden contribuir
aun mas con la especificidad de la interaccién. Algunos rizobios son capaces de
producir varios tipos de factores Nod, aumentando su rango de hospedero, o sea el
rango de plantas con las que puede formar asociaciones simbidticas. Un ejemplo
destacable es la cepa Rhizobium sp. NG234 capaz de asociarse a mas de cien especies
de leguminosas (Perret et al., 2000).
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Figura 7. Estructura general de factores Nod. Usualmente los factores Nod tienen cuatro o cinco
residuos de B-1-4-N-acetil-glucosamina. Este esqueleto puede tener diferentes decoraciones, las que
se encuentran detalladas en el recuadro, junto con el nombre del gen nod responsable. Modificado de
(Downie, 2010).
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Los LCOs son reconocidos por receptores especificos de las células vegetales donde
activan la via de sefializacion de la simbiosis, lo que conduce a oscilaciones de calcio,
inicialmente en las células epidérmicas y luego en las células corticales, precediendo
la colonizacién (Figura 8A). Luego, las bacterias se adhieren a la punta de los pelos
radiculares, los cuales se enrollan atrapando a la bacteria (Figura 8B). Una vez
atrapadas, se forman los hilos de infeccidn, por los cuales los rizobios alcanzan las
células meristematicas de la raiz a través de invaginaciones formadas por las células
de la planta. Durante este proceso, los nucleos y organelos de las células vegetales
se reubican en la zona de pre-infeccion, precediendo la ruta del hilo de infeccién. Los
rizobios comienzan su camino por el hilo de infecciéon como bacterias en vida libre,
de hecho, su crecimiento se encuentra restringido a esa zona (Figura 8C). A medida
que ingresan se encuentran con una serie de desafios como el estrés redox, la
exportaciéon de metabolitos de defensa contra la planta y la acumulacién de
polihidroxibutirato como fuente de carbono para la posterior diferenciacion a
bacteroide. El crecimiento del hilo de infeccién se considera un paso clave para la
seleccidon de rizobios competitivos (Oldroyd et al.,, 2011). Los hilos de infeccién
crecen hacia el emergente nédulo y se ramifican dentro de este tejido (Figura 8D).
En algunos casos, los rizobios permanecen dentro de los hilos de infeccion, pero por
lo general, las bacterias se liberan al citoplasma de las células del nddulo a través de
un mecanismo similar al de la endocitosis, como resultado, los rizobios se
encapsulan en una membrana de origen vegetal denominada membrana
peribacteroidal y coexiste dentro de la célula vegetal como una estructura similar a
un organelo llamada simbiosoma (Bruijn, 2015). En esta situacidn, las bacterias
pueden diferenciarse en un estado fijador de nitrogeno, conocido como el bacteroide
(Oldroyd, 2013).

Figura 8. Proceso de formacién del nédulo. Formacion del hilo de infeccién y colonizacién de las
células vegetales, concluyendo en la formacion del nédulo. Modificado de (Oldroyd, 2013).
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2.4. Los protagonistas: Mimosa pudica y Cupriavidus sp.
UYMMa02A

Mimosa pudica, también conocida como vergonzosa, sensitiva o touch me not (“no
me toques”), es considerada una especie de leguminosa nativa y/o invasora
perteneciente al género Mimosa, segun el lugar biogeografico en el que se encuentre.
Numerosos estudios se han realizado a lo largo del trépico sobre esta especie y sus
simbiontes, observandose un claro patrén de diversidad biogeografica. Mientras
que en el centro de diversificacion que se encuentra en Sudamérica, es nodulada por
bacterias del género Paraburkholderia (dos Reis et al., 2010), en América Central se
encuentran en sus nddulos aislamientos de los tres géneros Cupriavidus,
Paraburkholderia (Estrada de los Santos et al.,, 2011) y Rhizobium (Barrett and
Parker, 2006; Bontemps et al., 2016). En Taiwan C. taiwanensis (Chen et al., 2001)
es el simbionte encontrado con mayor frecuencia en M. pudica, en el sur de China
estdn presentes ambos géneros de [-rizobios. En Nueva Caledonia y Filipinas,
Cupriavidus domina los n6dulos de esta leguminosa. En India las especies endémicas
de Mimosa estan noduladas por Sinorhizobium spp, en cambio la especie invasora M.
pudica permanece asociada a Cupriavidus y Paraburkholderia, sin que ninguno de
los géneros presente dominancia (Melkonian et al., 2014). Su presencia ubicua en el
planeta tierra, asi como su implicancia en diversos estudios, hacen de esta planta un
buen modelo para el estudio de asociaciones mutualistas. Ademas, presenta otras
caracteristicas importantes a la hora de realizar experimentos como tener un rapido
crecimiento, es de ciclo anual, existen proveedores de semillas comerciales y su
genoma ha sido secuenciado (Ahmad et al., 2012; Griesmann et al., 2018).

Por otra parte, el género Cupriavidus, surge en 1987, cuando describen a C. necator
como una bacteria del suelo Gram negativa, predadora no-obligatoria de bacterias
del suelo Gram positivas y Gram negativas. Makkar & Casida la describen como una
especie altamente resistente al cobre e incluso aseguran que su crecimiento inicial
se ve estimulado por la presencia de este metal, de ahi su nombre Cupriavidus (L. s.
cuprum, cobre; L. adj. avidus, amante), amantes del cobre (Makkar and Casida,
1987). La resistencia frente a metales y la degradaciéon de compuestos aromaticos
son dos caracteristicas que se repiten en distintas cepas a lo largo del género (Goris
etal, 2001; Lykidis et al.,, 2010; Makkar and Casida, 1987). A comienzos del siglo XXI
Cheny colaboradores reportan a la primera especie de este género capaz de formar
asociaciones simbioticas con leguminosas en las que ocurre la FBN (C. taiwanensis,
ver seccion 1.1.1). En Uruguay, se ha reportado la existencia de a y [B-rizobios
asociados a noddulos presentes en las raices de diversas leguminosas nativas
(Pereira-Gomez et al., 2020; Platero et al., 2016; Taulé et al., 2012), sin embargo, las
especies pertenecientes al género Mimosa se encuentran preferentemente nodulada
por estos amantes del cobre. Existen varios reportes que concluyen que la
preferencia por esta asociacion mutualista se debe al pH o la presencia de nutrientes
del suelo (dos Reis et al.,, 2010; Elliott et al., 2006; Gehlot et al., 2013; Lammel et al.,
2013; Mishra et al., 2012; Pereira-Gémez et al.,, 2020; Taulé et al.,, 2012). Sin
embargo, Platero y colaboradores midieron el pH y la fertilidad del suelo y no
encontraron que estos sean los principales factores involucrados en la seleccion de
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Cupriavidus en esta simbiosis (Platero et al., 2016). Un factor que si podria estar
involucrado en esta seleccion es el contenido de metales en el suelo. Este factor
habia sido identificado como importante en la selecciéon de simbiontes en suelos de
Nueva Caledonia (Klonowska et al., 2012) y en el caso de las mimosas de nuestro
pais, se encontraron concentraciones considerables de Zn, Cu, Co, Ni y Fe en los
suelos del Abra de Zabaleta. Interesantemente los aislamientos obtenidos de
nodulos de plantas que crecen en esta zona presentaron mayor nivel de tolerancia
frente a Cu, Zn, Pb, Cd y Ni que rizobios del género Paraburkholderia, sugiriendo que
el contenido de metales en el suelo puede ser un factor que favorezca la alta
incidencia de rizobios del género Cupriavidus en esta region del pais (Platero et al.,
2016).
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2.5. Proteémica

El proteoma se define como el conjunto de proteinas expresadas por un organismo
en una situacion dada. El proteoma refleja con gran exactitud la respuesta celular a
las condiciones estudiadas y es mucho mas dinamico y plastico que el genoma. Sin
embargo, es importante mencionar que su analisis se vuelve mas dificil de descifrar,
debido principalmente a las numerosas modificaciones o variaciones
postraduccionales que las proteinas pueden presentar. Aebersold y Goodlett
definen a la protedmica como el intento de estudiar los procesos bioldgicos de
manera integral mediante el andlisis sistematico de las proteinas expresadas en una
célula o tejido (Aebersold, R & Goodlett, 2001). Desde el punto de vista analitico, un
analisis protedmico posee asociada la complejidad de buscar, identificar y
caracterizar un conjunto de analitos que se encuentran presentes en diferentes
concentraciones y poseen propiedades fisicoquimicas muy diversas.

2.5.1. Protedmica cuantitativa

SDS-PAGE: En la década del 60°comenzaron los estudios de separacion de proteinas
y la puesta a punto de lo que hoy se considera una técnica de rutina, el SDS - PAGE.
Brevemente, esta técnica consiste en la separaciéon de proteinas segin su peso
molecular en un matriz de poliacrilamida (PAGE: polyacrylamide gel electrophoresis)
en presencia del detergente anidnico dodecil sulfato sédico (SDS), de ahi su nombre.
Las proteinas se desnaturalizan y se cargan negativamente por accion del
detergente. Esto les permite migrar en el gel en funcién a su tamafo, hacia el &nodo
gracias a la aplicacion de una corriente eléctrica. El sistema de tampones
discontinuo ideado por Laemnli en 1970 es el mas utilizado hasta hoy. En este
sistema, la muestra es concentrada en la primer parte de la corrida electroforética y
luego separada por tamafio en la segunda parte (Laemmli, 1970).

Electroforesis en dos dimensiones (2D): Para aumentar la resolucion de proteinas
individuales en mezclas complejas, se idearon sistemas de electroforesis en dos
dimensiones. El sistema mas utilizado consiste en la separacién de proteinas gracias
a la combinacion de dos técnicas; una primera separacion en base a la carga neta de
las proteinas mediante isoelectroenfoque seguida de una segunda separacidon de las
muestras mediante SDS - PAGE, permitiendo obtener un mapeo de proteinas a
partir de un extracto proteico complejo (Klose, 1975).

En el ultimo tiempo, se han desarrollado nuevas metodologias, que permiten
comparar perfiles de expresion proteica entre distintas condiciones bioldgicas,
entre ellas el 2D-DIGE (Differential In Gel Electrophoresis). Esta técnica permite
comparar distintas condiciones biolégicas en forma cualitativa y cuantitativa
mediante el empleo de distintos fluor6foros (Diez et al,, 2010) (Figura 9). En esta
técnica cada muestra a analizar se marca con un fluoréforo especifico. Se utiliza un
estdndar interno consistente en una mezcla de proteinas provenientes de todas las
réplicas biologicas del experimento, el cual se marca con un tercer fluoréforo. De
esta forma es posible separar todas las muestras juntas en una misma corrida
electroforética en 2 dimensiones. Al finalizar la corrida del gel de SDS-PAGE, los
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mismos se analizan con un scanner de fluorescencia que permite detectar en forma
independiente cada fluor6foro utilizado. La incorporacion de un estandar interno
permite comparar la abundancia relativa de cada spot en un mismo gel, asi como la
comparacion inter-geles. Esta aproximacién permite no solamente identificar las
proteinas presentes de forma exclusiva en una u otra condicién, sino también
determinar los niveles de expresion relativa de aquellas proteinas presentes en mas
de una condicidn. Otra de las ventajas de esta metodologia es que los fluor6foros se
unen covalentemente a los residuos de lisina, aminoacido que se encuentra
practicamente en todas las proteinas y que tiene una abundancia promedio de 6%.
Ademas, los fluoréforos empleados poseen una carga +1 que reemplaza la carga de
la lisina, con lo cual el punto isoeléctrico de las proteinas no se ve afectado
(Westermeier and Scheibe, 2008). La principal desventaja de este método es el alto
costo de los fluoroforos, lo que restringe en gran medida su aplicacion.

Proteinas Migracion en Analisis de
Muestras . ..
marcadas electroforesis2D imagenes
) Marcado cc:nQ\m e
A ua F - b ! — - v
¥ =70 N\ .
L \\ E magen Cy3
i) Lk w n
[ Marcado con | .
i i L W s -
. Cy5 / Escaneoa . S
i distintas :
longitudesde _'M32N Cv5
: onda
Marcado con T SDS-PAGE .
P A SDS-PAGE
_ Cy2 | ; :
Estindar /4 L
interno
magen Cy2

Figura 9. Esquema para la estrategia de 2D- DIGE utilizada. Modificado de (Westermeier and
Scheibe, 2008).

2.5.2. Espectrometria de masas MALDI TOF

La espectrometria de masas (MS, de sus siglas en inglés) es una de las principales
herramientas para el estudio del proteoma. Es una técnica muy sensible que permite
determinar con alta precision y exactitud la relacién masa/carga (m/z) de iones
moleculares en fase gaseosa. Ademas, permite dilucidar aspectos estructurales de
las macromoléculas. Su uso se destaca en tres grandes areas, (I) la caracterizacién y
control de calidad de proteinas recombinantes y otras macromoléculas, (II) la
identificacion de proteinas tanto en clasicos ensayos bioquimicos como en
protedmica a gran escala, y por ultimo, pero no menos interesante, (III) para la
identificacién y caracterizacion de modificaciones postraduccionales donde
potencialmente se puede identificar cualquier modificacién covalente que altere la
masa de las proteinas (Mann et al, 2001). Como instrumento se utiliza un
espectrometro de masas, que contiene una fuente de ionizacion, un analizador de
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masas y un detector. Brevemente, este instrumento volatiliza las sustancias a
analizar, origina los iones a partir de las moléculas neutras en estado gaseoso, las
separa en funcion a su relacién masa/carga y finalmente detecta los iones formados
y registra la informacién de manera adecuada (Aebersold, R & Goodlett, 2001).

En la década del 90’, tanto las técnicas como los instrumentos implicados en MS,
revolucionaron el analisis de las proteinas. Esto se debié al desarrollo de dos
métodos de ionizacién suave, la ionizacién por electrospray (ESI) y la
desorcién/ionizacion por laser asistida por una matriz (MALDI), que permitié el
estudio de péptidos y proteinas a una profundidad nunca antes alcanzada
(Aebersold, R & Goodlett, 2001). Para lograr la separacién de masas es posible
aplicar analizadores, los cuales se rigen por diferentes principios: i) separacién en
base al tiempo de vuelo (TOF, time of flight), ii) la trampa de iones cuadripolar o iii)
separacion por eyeccion selectiva de iones de un campo de captura tridimensional
(o ciclotron del ion mediante la transformada de Fourier), entre otros. El analizador
TOF es el que se integra tipicamente a la fuente de iones del MALDI, su
funcionamiento se basa en acelerar todos los iones con la misma energia cinética a
través de un campo eléctrico y mide el tiempo que necesitan los iones para alcanzar
el detector. Si bien la energia cinética es la misma, la velocidad varia en funcién de
la masa y la carga de los iones, por lo tanto, el ion de menor relacién masa/carga
(m/z), alcanzara el detector primero. El detector registra la corriente producida
cuando un ion pasa cerca o golpea su superficie (Mann et al., 2001).

Para la identificacién de proteinas, la estrategia mas utilizada es la digestion de las
mismas utilizando enzimas especificas, como la tripsina, seguida de la
determinacion de la relaciéon m/z de los péptidos generados. Este conjunto de datos
se denomina mapeo de péptidos analizados o huella peptidica de una proteina. Se
basa en la comparacién de los valores de los picos de masas provenientes del MS
determinados experimentalmente con los valores de masa de los péptidos
generados por digestion tedrica en una base de datos. Estos péptidos pueden a su
vez ser fragmentados dentro del equipo generando espectros de MS/MS, que
contienen informacién de secuencia. (Baldwin, 2004). A medida que se tiene
informacion de secuencias de masa y mas genomas, aumenta la cantidad de datos
disponibles para hacer este tipo de comparaciones, aumentando la exactitud de esta
comparacion (experimental vs tedrica). Idealmente, es recomendable disponer de la
informacion gendémica del organismo con el que se esta trabajando para hacer este
tipo de analisis.
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2.6. Herramientas moleculares

La manipulacién genética de organismos se ha vuelto una herramienta muy
poderosa para la investigacidn bioldgica. El empleo de herramientas moleculares
permite realizar mutaciones generalizadas o dirigidas en el genoma del organismo
de interés, permitiendo el estudio de la funcién de uno o varios genes. Mientras que
en la mutagénesis generalizada se seleccionan fenotipos de interés en una poblacién
de diversos mutantes en genes desconocidos, la mutagénesis dirigida permite
modificar el genoma con gran precisiéon. En este sentido, la mutagénesis sitio-
dirigida es una metodologia muy eficaz para el estudio de la relacién estructura-
funcion de las proteinas y la expresion de genes.

Mucho de los avances en biologia molecular y en particular en el desarrollo de
herramientas moleculares han sido impulsados por el uso de organismos modelo.
En microbiologia, uno de los organismos modelo mas estudiados es la bacteria
entérica Escherichia coli. Sin embargo, esto tiene como consecuencia de que muchas
de las herramientas desarrolladas tienen un uso limitado en bacterias no modelo y
en particular en bacterias ambientales. En los ultimos afios se han perfeccionado
distintas herramientas para el estudio de bacterias no modelo, entre ellas, Martinez-
Garcia & de Lorenzo describieron una metodologia que permitiria manipular los
genomas de bacterias Gram negativas ambientales (Martinez-Garcia, E & de
Lorenzo, 2012). Brevemente, esta metodologia se basa en utilizar los mecanismos
de reparacion del ADN y la recombinacién homologa bacteriana que se desencadena
tras un corte en la doble hebra, para eliminar o agregar segmentos de ADN en el
genoma de las bacterias. Esto implica la utilizaciéon de plasmidos para en primera
instancia insertar un fragmento de ADN en el genoma de una cepa blanco mediante
recombinacion simple, y en segunda instancia obligar a la bacteria a resolver este
co-integrado con el fin de generar mutantes (Figura 15, Figura 16 y Figura 17,
seccion 4.9). Este método tiene la ventaja de que su implementacién permite quitar
o insertar fragmentos de ADN deseados sin dejar marcas o cicatrices extra en el
genoma modificado (Martinez-Garcia, E & de Lorenzo, 2012).
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2.7. Antecedentes

El Departamento de Bioquimica y Genémica Microbianas (BIOGEM) del Instituto de
Investigaciones Biologicas Clemente Estable (IIBCE) tiene como una de sus
principales lineas de investigacion el estudio de microorganismos del suelo y
asociados a plantas, particularmente bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(BPCV), un grupo heterogéneo de bacterias que son capaces de promover - directa
o indirectamente - el desarrollo y crecimiento de algunas plantas.

Con lafinalidad de aportar informacién sobre la distribucion, diversidad y capacidad
promotora del crecimiento vegetal de rizobacterias nativas, se han realizado
diversos estudios. Se aislaron y caracterizaron colecciones de rizobio nodulantes de
trébol y lotus (Fabiano and Arias, 1990; Monza et al., 1992) y de bacterias endo6fitas
de cafia de azucar, arroz, sorgo, canola y festuca (de los Santos et al.,, 2016; Mareque
et al.,, 2015; Taulé et al., 2011). Adicionalmente, se estudiaron en profundidad los
mecanismos empleados por algunas BPCV modelo para mantener la homeostasis de
hierro y otros metales (Amarelle et al., 2010, 2008; Battistoni et al., 2002; Platero et
al., 2004; Rosconi et al., 2013; Trovero et al., 2018).

En los dltimos afios se ha realizado un relevamiento y una colecta del germoplasma
de leguminosas nativas y de sus rizobios asociados como forma de contribuir y
mantener el acervo genético de una parte de la diversidad de nuestros montes y
pasturas. En este sentido se han realizado estudios tomando como modelo una
leguminosa arborea lefiosa y de interés forestal, Parapiptadenia rigida
(regionalmente conocida como angico), y los rizobios naturalmente asociados a la
misma, demostrando por primera vez en nuestro pais la existencia de B-rizobios.
Las investigaciones realizadas permitieron determinar que angico es
preferentemente nodulada por el género Paraburkholderia, aunque también se
encontraron microsimbiontes pertenecientes a Cupriavidus y Rhizobium.
Complementariamente, se determind que varios de los aislamientos pertenecientes
a los géneros Paraburkholderia y Cupriavidus fueron capaces de promover el
crecimiento de angico tanto a nivel de invernaculo como en el campo (Taulé et al,,
2012). Estas investigaciones demuestran que el estudio de rizobios nativos es
fundamental para promover el desarrollo de sistemas de produccién agricola y
forestal ambientalmente sustentables a la vez que permite el conocimiento de la
riqueza presente en los suelos de nuestro pais. En base a estos resultados se decidio
profundizar en la busqueda de rizobios pertenecientes a las [-proteobacterias,
enfocandose en la caracterizacién de simbiontes asociados a plantas nativas del
género Mimosa. Estos trabajos permitieron construir una coleccién compuesta por
de mas de 70 aislamientos provenientes de nédulos de 15 especies de mimosas
nativas que se encuentran naturalmente en diversas zonas de nuestro territorio
(Pereira-Gomez et al, 2020; Platero et al, 2016) (Sandes & Garabato en
preparacion).

Aunque han pasado casi 20 afios de su primera descripcién, hoy en dia es
relativamente poco lo que se sabe acerca de los mecanismos moleculares implicados
en el establecimiento de simbiosis efectivas entre [-rizobios y leguminosas
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hospederas. En particular para rizobios del género Cupriavidus, la cepa LMG19424
de C. taiwanensis ha sido la mas estudiada. Su genoma fue secuenciado en 2008
revelando la presencia de genes nod y nif formando una compacta isla simbiética de
35 kb contenida en un megaplasmido de 0,6 Mb (Figura 4) (Amadou et al., 2008). En
este mismo trabajo se describié la produccién de factores Nod sulfatados, cuya
sintesis se estimula por presencia del flavonoide luteolina, indicando que al menos
parte de los mecanismos descritos para a-rizobios estaria conservado. Mas adelante
se mostré que el gen nodB se expresa durante la interaccidn con plantas de M. pudica
e incluso dentro del hilo de infeccion y el n6dulo maduro (Marchetti et al., 2010). Se
ha demostrado también que el sistema de secrecidn tipo III, necesario en algunos
rizobios para establecer la simbiosis con plantas hospederas podria tener un rol en
la seleccion del macrosimbionte, aunque los resultados obtenidos muestran que es
la pérdida de este sistema y no su presencia lo que le permite a la bacteria entrar en
simbiosis con otras plantas (Saad et al., 2012). También se ha visto que la biosintesis
de aminodacidos ramificados es importante para el establecimiento de simbiosis
eficientes (Chen etal., 2012). Finalmente, cabe destacar el trabajo publicado en 2018
por Klonowska y colaboradores en el que se describen los cambios a nivel de la
expresion génica que ocurren cuando esta cepa es expuesta a exudados producidos
por su planta hospedera Mimosa pudica. Este trabajo mostr6 en estas condiciones
que los genes nod estan sobreexpresados, particularmente los genes nodA y nodB
luego de una hora de incubacién (Klonowska et al., 2018). Aun cuando estos
ejemplos representan trabajos muy interesantes debemos destacar que todos ellos
estudian una unica especie, C. taiwanensis, la cual no esta presente en nuestro pais y
por otro lado la mayoria han sido dirigidos al estudio de uno o pocos genes cuya
importancia ya habia sido descrita en otros rizobios.

En este trabajo se decidi6 caracterizar los mecanismos implicados en los primeros
pasos de la interaccidn entre un rizobio nativo perteneciente al género Cupriavidus
y la planta modelo M. pudica. La cepa seleccionada, UYMMaO02A, fue aislada a partir
de ndédulos presentes en Mimosa magentea colectados en la zona de Abra de
Zabaleta del departamento de Lavalleja (Platero et al., 2016). Mediante analisis
filogenético basados en genes housekeeping rrs, recA y gyrB, se demostrd que esta
cepa no pertenece a la especie C. taiwanensis, sugiriéndose que la misma representa
una nueva especie dentro del género Cupriavidus (Sandes & Garabato, en
preparacion). La secuenciacion de su genoma mostro la presencia de genes nod y nif
implicados tanto en el establecimiento de la simbiosis y como en la FBN en otros
modelos de rizobios (Iriarte et al.,, 2016).

Teniendo esto en cuenta se decidié emplear un abordaje proteémico para estudiar
los primeros pasos de la interacciéon entre la cepa nativa de Cupriavidus sp.
UYMMa02A, y la planta modelo Mimosa pudica.
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3.HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipotesis

El establecimiento de simbiosis entre Cupriavidus y sus plantas hospederas tiene
particularidades, cuyo estudio nos ayudara a entender mejor los mecanismos
implicados en las interacciones benéficas planta-microrganismo.

3.2. Objetivo general

Identificar las vias metabodlicas importantes en los primeros pasos del
establecimiento de la simbiosis entre rizobios pertenecientes al género Cupriavidus
y leguminosas hospederas del género Mimosa empleando un abordaje proteémico.

3.3. Objetivos especificos

[.  Desarrollar un protocolo para el estudio de los proteomas de Cupriavidus
spp.

[I. Estudiar el efecto de la disponibilidad de nitrégeno en Cupriavidus sp.
UYMMaO02A.

[II.  Evidenciar los cambios inducidos por los flavonoides luteolina y apigenina
en Cupriavidus sp. UYMMaOZ2A.

IV.  Identificar las principales adaptaciones bacterianas que ocurren en los
primeros pasos de la interaccion entre Cupriavidus sp. UYMMa02A y Mimosa

pudica.

V.  Validar una técnica para la ediciéon gendémica de Cupriavidus sp. UYMMa02A.
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4.MATERIALES Y METODOS

4.1. Cepas, plasmidos y condiciones de cultivo

La cepa Cupriavidus sp. UYMMaO0Z2A (Platero et al., 2016) y clones derivados de la
misma se crecieron hasta fase de crecimiento exponencial tardio o estacionario,
segun el experimento a realizar, en medio de cultivo minimo M9-citrato o en los
medios ricos TY y LB (Anexo), a 30 °C. Los cultivos liquidos se incubaron con una
agitacion de 200 rpm durante 16 h. Las excepciones son mencionadas cuando es
pertinente. Las cepas se mantuvieron en placas de TY Agar a 4 °C para su uso diario
y se almacenaron en glicerol 25% (v/v) a -80 °C.

También se utilizaron cepas de Escherichia coli como herramienta para el
mantenimiento de plasmidos y huéspedes intermediarios para la generaciéon de
mutantes. Estas cepas se crecieron en placas de LB Agar y medio de cultivo liquido
LBa37°C.

Se adicionaron los antibiéticos Ampicilina 100 pM (Amp1ioo), Kanamicina 50 pM
(Kmso), Nitrofurantoina 50 pM (Nfso), Gentamicina 10 uM (Gm1o), Streptomicina 100
UM (Strioo) y Cloramfenicol 25 pM (Cfzs) al medio cuando fue necesario.

Las cepas y plasmidos utilizados se encuentran detallados en las Tabla 1 y Tabla 2.

4.2. Curvas de crecimiento

Para realizar las curvas de crecimiento, en primer lugar se cultivd la cepa
Cupriavidus sp. UYMMa02A en 5 mL de medio TY durante la noche, se lavaron las
células con una solucidn estéril de cloruro de sodio 0,9% (p/v) y se ajusté la DOs20nm
a 0,05 para que todos los tratamientos comenzaran con la misma carga bacteriana.
Se determiné el crecimiento de la cepa bajo 8 condiciones distintas de cultivo, M9-
citrato con distintas concentraciones de nitrégeno (NH4Cl: 20 mM, 4 mM, 1 mMy 0,4
mM), M9 sin fuente nitrogenada, M9 con luteolina 15 uM, M9 con apigenina 5 pM, y
en medio para plantas Howieson suplementado con fuentes de carbono y nitrégeno
(Anexo). El crecimiento de las cepas se monitore6 mediante medidas de DO620nm
cada 2 h en un colorimetro fotoeléctrico Erma (modelo AE-22) a lo largo de un
periodo de 30 h. Los tratamientos se realizaron por triplicado.

4.3. Extraccion de proteinas totales de cepas del género
Cupriavidus

Para la obtenciéon de una técnica adecuada para la extraccion de proteinas
bacterianas totales, se probaron distintas variaciones de protocolo para la lisis
celular y solubilizacién de proteinas.
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4.3.1. Lisis celular

Se partié de cultivos bacterianos crecidos en medio rico LB (Anexo) hasta fase
exponencial tardia a 30 °C, con 200 rpm de agitacién durante 16 h (DOeoo = 1). Se
recuperaron las células mediante centrifugacion a 5000 g a 4 °C durante 5 minutos
(centrifuga Sigma® 3-30K) y se realizaron 3 lavados con 2 mL de tampoén fosfato
salino (PBS, Anexo), seguido de centrifugaciones de 5000 g para recuperar las
células. Se resuspendio el pellet bacteriano en PBS en 1/10 del volumen original de
cultivo, manteniendo los tubos en bafio de hielo y agua. Para la ruptura celular se
prob6 ultrasonido y presién. Para la ruptura por ultrasonido se empled un
sonicador Ultrasonic Homogeneizer (Cole-Parmer Instruments Co.) con el que se
aplicaron 7 ciclos de 30 segundos de sonicado en modo continuo y a una potencia
relativa de 4, alternados con 30 segundos de descanso en hielo. Para la lisis celular
mediante cambios de presion, se emple6 una prensa de French a una presién de 100
bar (25,500 1b/in2). Cada muestra se pasé 3 veces por la prensa. En ambos casos los
lisados celulares se centrifugaron a 12.000 g durante 15 min a 4 °C y se guardo el
sobrenadante conteniendo las proteinas solubles totales a -20 °C hasta su analisis.
Para cada extraccion se realizaron triplicados bioldgicos.

4.3.2. Solubilizacién de proteinas

Se emplearon distintos tampones para evaluar el efecto del agregado de detergentes
y agentes caotrdpicos en la solubilizacién de proteinas totales para distintas cepas
pertenecientes al género Cupriavidus. Se probaron dos tampones distintos, PBSy UT
(urea 8 M, tiourea 2 M y dithiothreitol (DTT) 10 mM, pH 8,5), y a su vez se ensayo el
efecto del agregado del detergente CHAPS 4% (p/v) a cada uno de ellos. Por lo tanto,
se ensayaron cuatro condiciones: PBS, PBS+CHAPS, UT y UT+CHAPS. En estos casos,
previo al tratamiento por ultrasonido, los pellets celulares fueron resuspendidos en
los distintos tampones. Para evitar la formacién de espuma, el CHAPS se agregé
luego de pasar la muestra por el sonicador. Cada condicién se realiz6 por triplicado.
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Tabla 1. Cepas utilizadas en este trabajo.

Cepa Resiqs;c)eancia Caracteristica Referencia
E. coli DH5a-A-pir Nalzo Usada para el mantenimiento de plasmidos, permite replicacién Stock del Laboratorio
de plasmidos con origen Ori6K
C. metallidurans CH34 - Cepa referencia del género Cupriavidus (Goris etal., 2001)
C. taiwanensis LMG19424 - Cepa referencia del género Cupriavidus (Chenetal,, 2001)
Cupriavidus sp. UYMMa02A Ampioo Cepa salvaje, aislada de nddulos de M. magentea (Platero et al,, 2016)
Cupriavidus sp. UYMMaO02A::pLSAprkA Kmso UYMMa02A con pLSAprkA integrado en el genoma Este trabajo
Cupriavidus sp. UYMMaO02A::pLSAnodD Kmso UYMMa02A, con pLSAnodD integrado en el genoma Este trabajo
Cupriavidus sp. UYMMaO2A::pLSAprkA (pSW-2) KmsoGmio UYMMaO02A::pLSAprkA, con plasmido pSW-2 Este trabajo
Cupriavidus sp. UYMMaO02A::pLSAnodD (pSW-2) KmsoGmuio UYMMa02A::pLSAnodD, con pladsmido pSW-2 Este trabajo
Cupriavidus sp. UYMMa02A::pLSAprkA (pSEVA434-1-Secl) KmsoStrigo UYMMaO02A::pLSAprkA, con plasmido pSEVA434-I1-Secl Este trabajo
Cupriavidus sp. UYMMa02A::pLSAnodD (pSEVA434-1-Secl) KmsoStrigo UYMMa02A::pLSAnodD, con plasmido pSEVA434-I-Secl Este trabajo
Cupriavidus sp. UYMMaO02A::pLSAprkA (pSEVA628S) KmsoGmuio UYMMaO02A::pLSAprkA, con plasmido pSEVA628S Este trabajo
Cupriavidus sp. UYMMaO02A::pLSAnodD (pSEVA628S) KmsoGmuio UYMMaO02A::pLSAnodD, con plasmido pSEVA628S Este trabajo
Cupriavidus sp. UYMMaO02A::pLSAprkA (pACBSR) KmsoCfzs UYMMaO02A::pLSAprkA, con plasmido pACBSR Este trabajo
Cupriavidus sp. UYMMaO02A::pLSAnodD (pACBSR) KmsoCfzs Cepa derivada de Cupriavidus UYMMaOZ2A:pLSAnodD, con Este trabajo
plasmido pACBSR
Cupriavidus sp. UYMMa02AAnodD Ampigo Cepa mutada en el gen nodD Este trabajo

a e] subindice indica la concentracion final del antibiético expresado en micro molar.
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Tabla 2. Vectores plasmidicos utilizados en este trabajo.

Resistencia

Plasmido ab.a Caracteristica Referencia

pEMG Kmso oriT, ori R6K, alacZ, bajo nimero de copias, necesita la proteina pi para (Martinez-Garcia, E & de
replicarse. Transferible pero no replicable (suicida) en Cupriavidus. Lorenzo, 2012)

pLSAprkA Kmso pEMG, conteniendo los fragmentos TS1 y TS2 del gen prkA Este trabajo

pLSAnodD Kmso pEMG, conteniendo los fragmentos TS1 y TS2 del gen nodD Este trabajo

pSW-2 Gmio oriT, ori RK2, bajo nimero de copias, contiene el gen I-scel bajo el control del (Martinez-Garcia, E & de
promotor pm, inducible por 3MB. Lorenzo, 2012)

pSEVA434- Strioo oriT, Ori pBBR1, medio nimero de copias, Contiene el gen I-scel bajo el control ~ Seva collection

[Scel del promotor laclg-Ptrc, inducible por IPTG. (http://seva.cnb.csic.es/)

pSEVA628S Gmio oriT, ori RK2, bajo nimero de copias, contiene el gen I-scel bajo el control del (Silva-Rocha et al., 2013)
promotor Pm, inducible por 3MB.

pACBSR Cfzs oriT, ori p15A, bajo nimero de copias, contiene el gen I-scel y Aed bajo el (Herring et al., 2003)
control del promotor arg, inducible por L-arabinosa.

pRK600 Cf2s Plasmido Helper para conjugaciones triparentales. Provee los genes tra en trans (Kessler et al., 1992)

para movilizar plasmidos con origen de transferencia (oriT)

a e] subindice indica la concentracion final del antibi6tico expresado en micro molar
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4.4, Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas se estimé mediante la medida de absorbancia de las
muestras a 280 nm (Fasman, 1990) y mediante el método de Bradford (Bradford,
1976). Para este ultimo se realiz6 una curva de calibracién empleando seroalbiumina
bovina (BSA, por sus siglas en inglés) como proteina estandar. El procedimiento se
siguié de acuerdo a protocolos empleados en el laboratorio (Taulé, 2018).

4.5. SDS PAGE

Para analizar los extractos proteicos obtenidos, se efectud una electroforesis en una
dimension en sistema discontinuo de geles de poliacrilamida (Laemmli, 1970). Para
esta se utilizé un gel concentrador conteniendo 5 % de acrilamida-bisacrilamida y
gel separador con 12 % de acrilamida-bisacrilamida (Anexo). La electroforesis se
realizé6 en tampon de corrida (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1 %) a una
corriente constante de 20 mA por gel. Previo a la siembra en el gel, las muestras
fueron resuspendidas en un tampdn de muestra (Tris 0,25 M, SDS 8 % (p/v), glicerol
40 % (v/v), azul de bromofenol 0,04 % (p/v), B-mercaptoetanol 1 % (v/v) y
calentadas durante 5 a 10 min a 95 °C. Luego de la electroforesis, los geles de
poliacrilamida se fijaron con una solucién de etanol: acido acético: H20 (proporcién
5:1:4) durante 30 minutos y se tifieron con una solucién de azul de Coomassie G-
250 en etanol (sulfato de amonio 8 %, acido fosfoérico 0,8 %, Azul de Coomassie G-
250 0,08 %, etanol 20 %) hasta la aparicion de las bandas. El excedente de colorante
se retird mediante sucesivos lavados de los geles tefiidos con agua destilada.

4.6. 2D DIGE

4.6.1. Precipitacion de proteinas

Previo a la electroforesis en dos dimensiones (2D), las proteinas presentes en cada
extracto se precipitaron y lavaron, para concentrar las muestras y remover las sales
presentes. Para esto se utilizé el kit comercial “2-D Clean - Up Kit” (GE Healthcare).
Se siguieron las indicaciones del fabricante y finalmente las proteinas se
resuspendieron en un tampon de rehidratacion (8 M urea, 2 M tiourea, 4 % CHAPS,
40 mM DTT, IPG-buffer (GE Healthcare) 1,2 % (v/v)) pH 8,5.

4.6.2. Marcado de las proteinas

Las proteinas totales presentes en cada condiciéon se marcaron con un fluoréforo
especifico que permite su deteccion diferencial luego de la electroforesis. Para esto
se tomaron 35 pg de proteinas totales de cada condicion y se realizé el marcado
siguiendo las recomendaciones del fabricante empleando el Refraction-2D™
Labeling Kit. En las distintas réplicas las muestras se marcaron con los fluoréforos
Cy3 (Aex=532nm / Aem = 580nm) o Cy5 (Aex = 633nm / Aem = 670nm), alternando
el uso de uno u otro, de forma de normalizar posibles diferencias en la eficiencia del
marcado (Tabla 3, Tabla 4 y Tabla 5). Para poder llevar a cabo la comparacion inter
e intra gel, se utilizé un estandar interno, compuesto por 10 ug de proteina de cada
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una de las muestras, el cual se marcé con el fluoréforo Cy2 (Aex = 488nm / Aem =
520nm). En la Figura 10, se muestra un esquema de la metodologia empleada para

el marcado de las muestras.
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Figura 10. Marcado minimo de muestras con CyDye DIGE Fluor. En color gris se encuentran las
muestras previo a la utilizacién de fluoréforos, en rojo y azul las muestras marcadas con Cy3 Cy5
respectivamente. El marcado con Cy2 se observa en amarillo y el Mix se ilustra de color verde.
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Figura 11. Esquema de trabajo empleado para realizar el 2D-DIGE. 1: Disefio experimental. 2:
Preparacion de muestras. Las réplicas de cada condicidon se marcan con Cy3 y Cy5. El estandar interno
consiste en la mezcla de todas las réplicas y se marca con Cy2. 3: Electroforesis en primera y segundo
dimension. 4: Obtencién de imagenes correspondiente a cada réplica. 5: Analisis de imagenes
mediante software Progenesis samespots.
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4.6.3. Electroforesis 2D DIGE

La electroforesis en dos dimensiones consta de un primer paso de separacion de
acuerdo a la carga neta de cada proteina (isoelectroenfoque) y una segunda
separaciéon por tamafio empleando SDS-PAGE. En este caso, para la primera
separacion se emplearon tiras de geles de agarosa de 24 cm de largo y un rango de
pH 3 a 10 NL (Inmobiline Drystrip GE Healthcare), las cuales fueron previamente
hidratadas en un tampén de hidratacion (urea 8M, tiourea 2M, CHAPS 2% (p/v)), e
IPG-buffer (GE Healthcare) 1,2 % (v/v), de acuerdo a lo establecido por el fabricante,
empleando el equipo IPGbox (GE Healthcare). Las muestras se mezclaron y
agruparon en el tampoén de hidratacion (Tabla 3, Tabla 4 y Tabla 5) y se
incorporaron de forma pasiva a las tiras. El isoelectroenfoque se llevé a cabo en un
equipo IPGphor III (GE Healthcare), el perfil de voltaje empleado fue adaptado para
correr durante la noche y consistié en: fase constante de 500 V durante 2 h, fase
constante de 2000 V de 2 h, un incremento lineal hasta a 4000 V en 2 h, un
incremento lineal a 8000 V en 2 h y una fase final constante a 8000 V durante 4 h.
Una vez finalizada la corrida, cada tira fue sumergida en 1 mL del tampén de
equilibrio (urea 6 M, SDS 2 % (p/v), glicerol 30 % (v/v), Tris-HCI 50 mM pH 8,6),
conteniendo al agente reductor DTT 1 % (p/v), e incubandolas durante 10 minutos
con agitaciéon moderada, para reducir los puentes disulfuros. Luego las tiras se
transfirieron a 1 mL del tampén de equilibrio suplementado con 4,7 % (p/v) de
iodoacetamida, e incubadas durante 10 minutos con agitacion moderada, para la
alquilacion de las cisteinas. Luego de esto, se inactivaron las reacciones mediante la
inmersion de las tiras en el tampo6n de corrida SDS-PAGE.

Para efectuar la separacién en la segunda dimensidn, se utilizaron geles SDS-PAGE
12 % utilizando una cuba de electroforesis Ettan DALT six Electrophoresis System
(GE Healthcare), equipada con la unidad de enfriamiento Multitemp III de (GE
Healthcare) y termostatizada a 20 °C. Cada tira se colocé sobre el gel de acrilamida
correspondiente y se uni6 al mismo, usando una mezcla de tampén de corrida
suplementado con agarosa 0,2 % termostatizada a 45 °C, conteniendo trazas de azul
de bromofenol. La corrida se efectu6 a 100 mA y 80 V los primeros 5 minutos y
luego se incrementd el voltaje a 120 V hasta que el frente de corrida llegara al final
del gel.

4.6.4. Obtencién y analisis de imagenes

Una vez finalizada la segunda corrida electroforética, los geles se fijaron con una
solucion etanol:acido acético:H20 (5:1:4) durante 30 minutos. Luego se escanearon
utilizando un escaner Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare), equipado con filtros de
excitacion/emision especificos para cada fluoréforo: 633 nm/bandpass red 670 nm
para Cy5; 532 nm/bandpass green 580 nm para Cy3; 488 nm/bandpass blue 520
nm para Cy2, utilizando el software ImageQuant TL v8.1 (GE Healthcare).

Las imagenes obtenidas se analizaron utilizando el software Progenesis samespots
(http://totallab.com/home/samespots/). Este software permitié la deteccion, la
normalizacion con el estdndar interno y la cuantificacion de los spots. Finalmente se
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agruparon los geles y se realiz6 el andlisis estadistico para comparar los niveles de
expresion de las proteinas. Los spots que presentaron diferencias en el nivel de
fluorescencia con un p-valor < 0,05 y una tasa de cambio = 1,25 fueron seleccionados
para su identificacion.

4.7. Cambios en la expresion de Cupriavidus sp.
UYMMa0Z2A a nivel protedmico en cultivos in vitro

4.7.1. Efecto de la disponibilidad de nitrégeno

Para evaluar los cambios protedmicos que ocurren en respuesta a la disponibilidad
de nitrégeno en Cupriavidus sp. UYMMa02A, la cepa fue cultivada en condiciones
contrastantes de disponibilidad de nitrégeno. Para esto se partié de un cultivo de
toda la noche en medio minimo liquido M9-citrato (Anexo). Las células se
cosecharon igual que en las condiciones previamente mencionadas, se lavaron con
MO-citrato sin nitrégeno y se utilizé una suspension de células correspondiente a
una DOsoo= 0,01 final para inocular matraces con 25 mL de M9- citrato con 20 mM
de NH4ClI (N1, N2, N3) (condiciones favorables para el crecimiento bacteriano) y M9-
citrato conteniendo una concentracién de nitrégeno 20 veces menor a la normal (1
mM) (N1 (1/20), N2 (1/20), N3 (1/20)) (Figura 12). Los matraces se incubaron a 30
°C con agitacion hasta alcanzar una fase exponencial de crecimiento (DOsoo = 0,6).
Por ultimo, se cosecharon las células y se procedié a extraer las proteinas como se
indica en los apartados anteriores. Se realizaron triplicados biolégicos de cada
tratamiento.

Figura 12. Estrategia experimental con distintas concentraciones de nitrégeno. A. Cepa
Cupriavidus sp. UYMMa02A en medio minimo M9-Citrato (NH4Cl 20mM). B. cepa Cupriavidus sp.
UYMMa02A en medio minimo M9-Citrato, con N disminuido 20 veces (NH4Cl 1mM).

Las muestras de proteinas totales obtenidas en cada caso fueron marcadas con los
fluoréforos de acuerdo a la Tabla 3 y analizadas mediante 2D-DIGE.
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Tabla 3. Disefio experimental para el marcado de muestras (2D-DIGE) para el efecto de la
disponibilidad de nitrégeno.

Gel N°detira Marcado con Cy3 Marcado con Cy5

1 15028 N1 N1 (1/20)
2 15027 N> N2 (1/20)
3 18269 N3 (1/20) N3

4.7.2. Efecto de la presencia de flavonoides

Siguiendo la misma linea de trabajo, se plante6 estudiar el efecto de la presencia de
los flavonoides luteolina y apigenina en la expresion de proteinas totales de
Cupriavidus sp. UYMMaO02A. Para esto se realizaron cultivos de Cupriavidus sp.
UYMMaO0ZA en matraces con 25 mL de medio de cultivo M9-citrato, M9-citrato
suplementado con luteolina 15 pM y M9-citrato suplementado con apigenina 5 uM
(Figura 13). Los matraces se inocularon con una suspensiéon de células
correspondiente a una DOesoo= 0,01 de un cultivo primario de Cupriavidus sp.
UYMMaO02A4, obtenido de igual manera que en el apartado 4.7.1. Los cultivos se
incubaron a 30 °C hasta que alcanzaron fase exponencial (DOeoo = 0,6), se
cosecharon las células y se procedié a la obtencién de las proteinas totales como se
indica en los apartados 4.3 y 4.4.

Una vez obtenidas las proteinas, se continud con el ensayo 2D-DIGE, siguiendo los
pasos de la seccion 4.6, las distintas condiciones son marcadas con los fluoréforos
como lo muestra la Tabla 4. En este caso, las imagenes se agruparon de forma de
comparar los tres tratamientos a la vez, teniendo en cuenta que dos tratamientos se
marquen con Cy3 y uno con Cy5, y luego intercambiar (dos tratamientos con Cy5 y
uno con Cy3), de modo que la intensidad del fluoréforo sea una variable
despreciable. Por ejemplo, se agruparon para observar la diferencia de expresion
entre L1,Az3y C3y L2, A2y C1.

Tabla 4. Disefio experimental para el marcado de muestras (2D-DIGE) para el efecto de la
presencia de flavonoides.

Gel N°detira Marcado con Cy3 Marcado con Cy5

1 18158 L1 As
2 18159 L2 C1
3 18160 Az C2
4 18161 Cs L3
5 15016 Ca A4
6 15017 A1 La
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Figura 13. Estrategia experimental con exudados comerciales. A. Tratamiento control, cepa
Cupriavidus sp. UYMMa02A en medio minimo M9-Citrato. B. cepa Cupriavidus sp. UYMMa02A en
medio minimo M9-Citrato suplementado con Luteolina 15 pM. C. cepa Cupriavidus sp. UYYMMa02A en
medio minimo M9-Citrato suplementado con Apigenina 5 pM.

4.8. Cambios en la expresion de Cupriavidus sp.
UYMMa02A a nivel protedmico en cultivos in vivo

4.8.1. Ensayo en sistema co-cultivo planta — microorganismo

4.8.1.1. Sistema co-cultivo

En este sistema, planta y bacteria comparten un mismo medio de cultivo, pero se
encuentran separadas por una membrana (Figura 14 C). No existe un sistema
comercial que sirva para nuestro propdsito, por lo que se ide6 un sistema en el cual
las bacterias se colocaron dentro de un cilindro cuyas paredes estan formadas por
una membrana de celulosa. Se utilizé para esto una membrana de dialisis de celulosa
(Sigma, D9652) de 33 mm x 21 mm y con un tamafio medio de poro de 10 a 12 KDa,
de forma que las bacterias quedan retenidas pero los metabolitos y nutrientes de
peso molecular menor al tamafio del poro pueden difundir libremente. Este cilindro
de membrana se encuentra cerrado en uno de sus extremos con un suncho y en el
otro tiene un cafo de silicona por el que se puede introducir o retirar muestras
liquidas de su interior. La membrana se encuentra a su vez sumergida dentro del
medio de cultivo vegetal. Para poder acoplar el cafio a la membrana se colocé un
tubo de vidrio que da rigidez y permite el sellado entre la membrana y el cafio de
silicona por medio de un precinto de plastico (Figura 14 C).

Una vez ensamblado y para mantener las condiciones asépticas, todo el sistema fue
esterilizado mediante irradiacién con rayos Gamma con una dosis de 20 a 25 KG en
el servicio de irradiacion del LATU.
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Figura 14. Sistema co-cultivo planta - microorganismo. A. Esquema del tratamiento control con
la cepa Cupriavidus sp. UYMMa02A. B. Esquema del tratamiento co-cultivo Mimosa pudica -
Cupriavidus sp. UYMMa02A. C. Imagen del tratamiento co-cultivo Mimosa pudica - Cupriavidus sp.
UYMMa02A; (I) frasco co-cultivo; (II) cafio de silicona conectado a membrana (no se observa); (III)
plantas de M. pudica; (IV) Medio de cultivo vegetal con bolitas de polipropileno

Para la puesta a punto de un protocolo que nos permitiera esterilizar la superficie
de semillas de M. pudica y lograr su germinacidn, se probaron distintos protocolos
incluyendo los siguientes pasos: 1) Disminuciéon de la tension superficial de las
semillas sumergiéndolas durante 1 o 2 minutos en etanol 95 % y posterior secado
en papel de filtro; 2) Pretratamiento de las semillas con la finalidad de acelerar la
germinacion con H2504 10 M durante 10 o 20 minutos y posteriores lavados con
agua destilada estéril; 3) Esterilizacidn de la superficie de las semillas tratandolas
con NaClO 4 %, NaClO 2,5 % o con una solucién de HgCl2 9.2 mM en HC1 0,1 N durante
1, 3, 5 y 10 minutos. Finalmente se realizaron 5 lavados con agua estéril, dejando
hinchar las semillas en el ultimo lavado con agua destilada estéril durante toda la
noche en estufa a 30 °C. El proceso de esterilizacion se control6 colocando algunas
semillas tratadas sobre medio de cultivo LB sélido e incubacién a 30 °C.

Para la germinacion de las semillas, se las colocé en placas de petri con agar/agua
0,8 % y se incubaron en oscuridad en estufa a 30 °C.

4.8.1.2. Efecto de la presencia del macrosimbionte

Para los experimentos de co-cultivo (Figura 14) se cultivaron 50 plantas tratadas y
germinadas de M. pudica en frascos de vidrio conteniendo 50 mL de medio de cultivo
vegetal Howieson (1/10) (Anexo) utilizando bolitas de polipropileno como soporte
para las plantulas. Se permitié el desarrollo de las plantas durante 5 a 7 dias para
permitir la liberacion de exudados radiculares, luego de lo cual se inocularon 5x108
ufc de la cepa Cupriavidus sp. UYMMaO0Z2A dentro de la membrana incluida en cada
frasco. Como control se utilizd el sistema inoculado, pero sin plantas. En este caso el
medio de cultivo Howieson fue suplementado con fuentes de carbono (Citrato de
sodio 2 mM) y nitrogeno (NH4Cl 2 mM). Cada ensayo se realizé al menos por
triplicado. Luego de la inoculacion, los sistemas se mantuvieron en cuarto de planta
en condiciones controladas (25 °C, 18 h de fotoperiodo) de 5 a 7 dias, luego las
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bacterias fueron recuperadas, procediéndose a la extraccién de proteinas totales.
Para esto, en condiciones asépticas, se sacaron las membranas de los frascos, se
enjuagaron con agua destilada estéril y se recuperaron las células bacterianas del
interior mediante una jeringa con aguja estéril. La suspension bacteriana se colocd
en tubos eppendorff estériles, recuperandose las bacterias por centrifugacion. Para
el 2D-DIGE los tratamientos se combinaron segun la Tabla 5.

Tabla 5. Disefio experimental para el marcado de muestras (2D-DIGE) para el efecto de la
presencia del macrosimbionte.

Gel N°detira Marcado con Cy3 Marcado con Cy5

1 18273 CC1 C1
2 18274 C2 CC2
3 18275 CCs Cs

4.8.2. Analisis de spots expresados diferencialmente

4.8.2.1. Identificacion de proteinas por MALDI-TOF/TOF y buisqueda en base de
datos.

Una vez que se identificaron los spots expresados diferencialmente, se procedi6 a su
extraccion de los geles y analisis por MALDI-TOF/TOF para su identificacién. Para
esto se realizé una pasantia en la Unidad Mixta de Bioquimica y Protedmica
Analiticas del IPmont-1IBCE. Los geles fueron tefiidos con Azul de Coomassie de
acuerdo a la seccion 4.5. Luego se recortaron manualmente los spots de interés,
comparando el mapa del gel previamente escaneado con el gel tefiido. Los spots
recuperados se destifieron con una solucién de 0,1 M NH4HCO3 en acetonitrilo (ACN)
50 % (v/v) y posteriormente fueron digeridos in gel con tripsina porcina modificada
(grado secuenciacidn, Promega). Para la extraccion de los péptidos resultantes del
tratamiento con tripsina, las muestras se trataron dos veces, durante una hora cada
vez, con una solucién 0,1 % (v/v) acido trifluoroacético (TFA) en ACN 60 %. El ACN
se evaporoé por vacio utilizando un SpeedVac, y las muestras se concentraron y
desalaron utilizando micro columnas de fase reversa C18 Zip Tip® (Merck,
Millipore) previamente equilibradas con 0,1 % TFA. La eluciéon de los péptidos se
llevo a cabo con 3 pL de una solucion de matriz (acido a- ciano-4-hidroxicinamico,
CHCA) en 60 % ACN 0,1 % TFA, colocando las muestras directamente en una placa
Opti-TOF de 384 posiciones (Ab Sciex). La adquisicion de los espectros se realizé en
un espectrometro de masa de tipo MALDI-TOF/TOF (4800 Analyzer Abi Sciex)
operando en modo reflector positivo. Los espectros fueron calibrados externamente
con una mezcla estandar de péptidos (Applied Biosystems). A partir de los espectros
obtenidos (MS) se seleccionaron las sefiales mas intensas para la obtencién de
espectros de fragmentacion (MS/MS).

El procesamiento de los datos obtenidos se realiz6 con el software Data Explorer
v4.9. (Applied Biosystems). Para el filtrado de las sefiales del espectro se utilizé un
valor minimo de relacién sefial/ruido de 25 para MS y 15 para MS/MS. Las
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bisquedas se llevaron a cabo con el motor de busqueda Mascot
(http://www.matrixscience.com) en el modo Sequence query, utilizando como base
de datos NR del NCBI. Los parametros de busqueda fueron: Taxonomia no
restringida; saltos de cortes de tripsina permitidos = 1; modificaciones parciales:
oxidacién de metionina y carbamidometilacion de cisteinas; tolerancia de masa de
péptidos = 0,05 Da y tolerancia MS/MS = 0,45 Da. Los valores de m/z utilizados
corresponden a los valores monoisotépicos.

Para considerar que una proteina fue identificada, se exigi6 que al menos un
fragmento fuera asignado a esta (con un Mascot peptide ion score p<0.05) y que
tuviera ademas un Mascot protein score estadisticamente significativo (p<0.05),
siendo mascot score la suma de puntaje obtenido por la suma de péptidos
individuales o masas de iones de fragmentos MS / MS.

Las proteinas identificadas fueron clasificadas a nivel de funcién segun los clados de
grupos ortélogos o COGs, Clusters of Orthologous Groups de sus siglas en inglés. Para
esto se utilizé la base de datos EggNOG 4.5.1
(http://eggnogdb.embl.de/#/app/home). También se clasificaron en cuanto a su
locacion subcelular con la herramienta CELLO v.2.5: subcellular Localization
predictor (http://celloife.nctu.edu.tw/). A partir del genoma y con el servidor
Rapid Annotation using Subsystems Technology (RAST) 2.0
(http://rast.theseed.org/FIG/rast.cgi) fue posible determinar el contexto genémico
de las proteinas y la ubicacién de su secuencia génica a nivel cromosomal.

4.9. Generacidon de mutantes dirigidas

4.9.1. Eliminacion de genes mediante sistema I-Scel

Luego de analizar las proteinas expresadas diferencialmente, se decidié realizar la
construccion de cepas mutantes derivadas de Cupriavidus sp. UYMMaO0Z2A en las
cuales se eliminaran los genes que codifican para la proteina quinasa PrkA (gen
prkA) y para el regulador de los genes nod NodD (gen nodD). Para ello, se utiliz6 el
sistema reportado por Martinez-Garcia y colaboradores basado en la actividad de la
meganucleasa [-Scel (Martinez-Garcia, E & de Lorenzo, 2012), el cual fue
implementado con éxito en nuestro laboratorio (Taulé et al., 2019). Brevemente, el
método consiste en eliminar integramente el marco de lectura abierto
correspondiente al gen de interés, mediante recombinaciéon homologa, digestion con
la nucleasa y reparacion del ADN, sin dejar secuencias foraneas o marcas en el ADN.
A continuaciéon se describe con detalle el procedimiento utilizado el cual esta
esquematizado en la Figura 15.

4.9.1.1. Diseno de cebadores

Se disefiaron y sintetizaron los cebadores necesarios para la construccion de las
mutantes, lo cuales se detallan en la Tabla 6. Los cebadores se disefiaron a partir de
la secuencia genémica de la cepa UYMMaO02A (Iriarte et al., 2016). Para esto se
descargaron de la base de datos NCBI, las secuencias correspondientes a los genes a
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mutar mas 1000 pares de bases a cada lado del gen. Las secuencias se visualizaron
utilizando el programa ApE. Los cebadores TS1R inician justo antes del codén de
inicio, mientras que los TS2F inician justo después del cod6n stop. Los cebadores
TS1F y TS2R se disefiaron para amplificar entre 500 y 600 pares de bases y se les
agregd en su extremo 5 una secuencia de reconocimiento para enzimas de
restriccion mas las bases necesarias para el correcto funcionamiento de las enzimas
en los extremos, segin las recomendaciones del programa EnzymeX.

Tabla 6. Cebadores utilizados para la mutagénesis dirigida.

l\ézgt;rrie Nombre Secuencia (5'- 3")

prkA TS1F-prkA-EcoRI GGAATTCCCACCACTTGGTCATCGCAGC
TS1R-prkA GGCCTGGTTCAGGCGCCGTCCTCACTCCCGTCAGAGTCC
TS2F1-prkA CGGCGCCTGAACCAGGCC
TS2R-prkA-Xbal GCTCTAGACGACAAATTGGAAGGCGTGCCG
prkA-F-EcoRI GGAATTCATGGACATTTTCGGCCATTACG
prkA-R-Xbal GCTCTAGAGGACTCTGACGGGAGTGAGGA

nodD TS1F2-nodD-Kpnl ACTGGTACCTACTCCATACGGTGCACGTAGG
TS1R2-nodD CTAGGCTCCTTGCGTCAACAGTTGAGGCATCCACATGACG
TS2F2-nodD TGTTGACGCGAAGGAGCCTAG

TS2R-nodD-BamHI

CGGGATCCAGATAACGCAGCGATCTGTCC

nodD-F-con CGGGATCCAGACAAACGCCTCGATGTTTC

promotor-BamHI

nodD-Entero-R- TATAAGCTTCTAGCCGAAGCTCTTCGCCTC

HindlIII

pSW-F GGACGCTTCGCTGAAAACTA
pSW-R AACGTCGTGACTGGGAAAAC
pS3 GAACGCTCGGTTGCCGC
pS4 CCAGCCTCGCAGAGCAGG

En negrita se resaltan las secuencias de reconocimiento de las enzimas de restriccion utilizadas en
este trabajo.

4.9.2. Construccion de los vectores pLSAprkA y pLSAnodD

El vector pEMG o pJP5603-IScelv2 esta disefiado para insertar segmentos de ADN
dentro del genoma de la cepa blanco, y también es utilizado para generar deleciones
dirigidas en regiones cromosomales especificas (Figura 15). Este vector utiliza un
origen de replicacion ori6K por lo que solo puede replicarse en cepas que tengan el
gen pir del fago lambda. Por otro lado, el vector tiene un origen de transferencia
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(OriT). En consecuencia, este vector es transferible pero no es replicable en
Cupriavidus, comportandose como un vector suicida. Sin embargo, el vector puede
integrarse en el genoma de la cepa al que fue transferido mediante recombinacion
homologa si se clona en él una region de ADN homologa. Este evento de
recombinaciéon simple se puede seleccionar utilizando antibi6ticos adecuados. A su
vez, el plasmido porta secuencias de reconocimiento para la nucleasa I-Scel. Esta
endonucleasa en particular proviene de Saccharomyces cerevisiae, solo puede
escindir en un sitio especifico de 18 pb que no se encuentra en ninguno de los
genomas bacterianos secuenciados hasta el momento (Martinez-Garcia, E & de
Lorenzo, 2012).

4.9.2.1. Amplificaciones por PCR

Se realizé por PCR la amplificacién de las dos regiones adyacentes corriente arriba
(TS1) y corriente abajo (TS2) de los genes a mutar (nodD y prkA) utilizando como
molde de ADN una colonia de Cupriavidus sp. UYMMaO02A. Se utilizaron los
cebadores TS1F y TS1R, TS2F y TS2R respectivamente (Tabla 6). La reaccién se llevé
a cabo en un volumen final de 20 pL conteniendo: 10 pl de Dream Taq Green Master
Mix (Thermo Scientific), 0,8 ul de cada cebador 10 puM y 7 pl de H20. Como control
negativo se empleé una mezcla de reaccién sin el agregado de ADN en el tubo. El
programa de ciclado consistié en una desnaturalizacién inicial de 5 min a 95°C,
seguido de 30 ciclos de una primera etapa de desnaturalizaciéon de 1 min a 95°C,
hibridacién de los cebadores durante 1 min a 48 - 59 °C (gradiente) y una extension
durante 30 segundos a 72 °C. Para finalizar se realiz6 un paso de elongacion final de
las cadenas de ADN de 7 min a 72°C.

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa 1 % (p/v) en tampo6n TAE,
utilizando el intercalante Good View, en una relacién de 1 pL intercalante/50 mL
agarosa. Se utilizé6 un marcador de peso molecular GeneRuler™ 1 kb Plus DNA
Ladder (Fermentas, #SM1332) para confirmar el tamafio del fragmento de
amplificacion. La corrida electroforética se realizé a 90 V, durante 1 h.

Luego se realiz6 una segunda amplificacion para la unién de las regiones TS1y TS2,
utilizando en este caso como molde 1 pl de cada uno de los productos de las
amplificaciones anteriores (TS1y TS2) y como cebadores TS1F y TS2R (Tabla 6). El
control negativo y el programa de ciclado y la visualizacion del resultado de la
amplificacién consistié en el mismo al utilizado previamente, salvo la extensién que
fue de 1 mina 72 °C.

4.9.2.2. Digestion con enzimas de restriccion

El plasmido pEMG y los fragmentos a insertar fueron digeridos con dos juegos de
enzimas de restriccion. EcoRI y Xbal digirieron plasmido e inserto relacionados al
gen prkA, los tamafios de bandas esperadas eran de 3,5 Kb y 1048 pb,
respectivamente. De igual forma, las enzimas BamHI y Kpnl digirieron plasmido e
inserto relacionados al gen nodD y las bandas esperadas son de 3,5 Kb y 1200 pb.
Las digestiones se realizaron de forma sucesiva en un volumen final de 20 pL
conteniendo 5 pL de la preparacion de ADN, 1 uL de cada una de las enzimas de
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restriccion correspondientes (10 U), 2 uL del tampdn de reacciéon 10X suministrado
por el fabricante y 12 uL de H20, y se incubaron a 37 °C durante 4 h. Luego de las
digestiones, las enzimas de restriccién se inactivaron calentando los tubos a 80 °C
durante 20 min.

4.9.2.3. Purificacion de fragmentos de ADN.

Los amplicones TS1-TS2 y todos los productos de digestiones se separaron por
electroforesis en gel de agarosa, los fragmentos de tamafio esperado fueron
recortados y purificados utilizando el Kit comercial de extracciéon marca Qiagen
“QIAquick® Gel Extration Kit”, siguiendo las instrucciones del fabricante. Para
estimar calidad y concentracion el ADN purificado se cuantific6 en NanoDrop1000
(Thermo Scientific).

4.9.2.4. Ligacién

Para las ligaciones se utiliz6 la enzima T4 ADN ligasa (Thermo Scientific) y se
procedidé segun lo establecido por el fabricante. Se utilizé una relacién molar de
vector e inserto 1:2 y como control para la autoligacién se colocé el vector sin
inserto.

4.9.2.5. Transformacion

Las reacciones de ligacion fueron empleados para transformar células de E. coli
competentes, Para esto, se prepararon células electro-competentes de E. coli DH5a
Apir siguiendo protocolos comtinmente utilizados en el laboratorio (Sambrook et al.,
1989)

Para la transformacién, se mezclaron 5 pL de la reaccién de ligaciéon con 50 pL de
células competentes en celdas de electroporacién de 1 mm (Thermo Scientific). Se
empleo el programa Ecl del electroporador MicroPulser de BIO-RAD. Luego del
pulso eléctrico, se adiciond 1 mL de medio LB y las células se incubaron a 37 °C, en
agitacion durante 2 hs para su recuperacion. El producto de transformacién se
esparciod sobre placas con LB-Agar conteniendo Kmso, XGal (0.4 mg/mL) e IPTG (0.8
mg/mL) y se dejo incubando a 37 °C durante la noche junto con los siguientes
controles; células competentes sin ADN y células con plasmido sin inserto. Las
colonias blancas resistentes a kanamicina obtenidas fueron repicadas y utilizadas
para recuperar los plasmidos resultantes.
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4.9.2.6. Extraccion de ADN plasmidico y secuenciacion del inserto

Para comprobar que la ligacién fue correcta y que el inserto se encontraba en el
plasmido, se realiz6 miniprep del vector y se volvio a realizar la digestion enzimatica.
Para la extracciéon de ADN plasmidico, las células se crecieron en 5 mL de LB- Kmso
a 37 °C durante toda la noche. Se utilizé el kit comercial PureLink Quick Plasmid
Miniprep Kit (Invitrogen #K210011) y se siguieron las indicaciones del fabricante.

Eprﬁlll-TSﬂ-‘ prkA-TS2F
CORl_—p. —
[ Ts1 )< ] 152 |
prkA +—Xbal
prkA-TSIR prkA-TSZR
N
PCR1 EcoRL [TSZ1 xpal
prkA-TS1F prkA-TSZR
PCR 2 EcoRI1 > 4_Xbal

EcoRl reiTTez
BamHI

Ligacion

I-Scel l I-Scel

Figura 15. Esquema del proceso de construccion del plasmido mutagénico pLSAprkA. Se
realizan dos PCRs independientes de las zonas flanqueantes al gen utilizando de molde ADN
gendmico de Cupriavidus sp. UYMMa02A (PCR 1). Se denomina TS1 a las 500 pb ubicadas corriente
arriba del gen prkA hasta el codén de inicio y TS2 a los nucle6tidos que van desde el primero luego
del codén stop hasta 500 pb corriente abajo. Los productos de PCR TS1y TS2 se fusionan por PCR en
la PCR 2 que incluye solamente los cebadores TS1-F y TS2-R. Se obtiene como resultado un producto
de PCR de 1000 pb que es digerido con EcoRI y Xbal y ligado al plasmido pEMG digerido con las
mismas enzimas, generando el plasmido pLSAprkA.

La calidad de los plasmidos se verificé mediante electroforesis en gel de agarosa al
1 % en TAE 1Xy su concentracion se cuantifico empleando el equipo NanoDrop1000
(Thermo Scientific). Se evidencio la presencia de los insertos mediante PCR con los
cebadores adecuados (Tabla 6) y se procedi6 a la secuenciacién de pLSAnodD y
pLSAprkA en Macrogen Inc. (Corea) para corroborar la identidad de los fragmentos
clonados.

4.9.3. Cointegracion de pLSAprkA y pLSAnodD en el cromosoma de
Cupriavidus sp. UYMMa02A

El siguiente paso consistid en integrar los plasmidos pLSAprkA y pLSAnodD en el
cromosoma de la cepa Cupriavidus sp. UYMMa02A. Este proceso se realiza por
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recombinacién homéloga al someter a las bacterias a la presién del antibidtico ya
que el plasmido no es capaz de replicarse en esta cepa (Figura 16). Para esto se
utilizaron células de Cupriavidus sp. UYMMa02A electro competentes (Croci, 2020)
y uno de los respectivos plasmidos. Se siguié el mismo método de electro-
transformaciéon detallado anteriormente y las bacterias transformadas fueron
seleccionadas en medio LB Kmso (marcador de incorporacion del plasmido).

k Ts1 J< [ Ts2 |
N/ prkA

;
1-Scel ‘y‘ I-Scel

,l‘\

Recombinacién pLSAprkA

& 9‘” 10

Co-integracién

I-Scel I-Scel

oriR6K Km" oriT
TSk [Tz
prkad

Figura 16. Cointegracion de pLSAprkA al genoma de Cupriavidus sp. UYMMa02A mediante
recombinaciéon homéloga. Cupriavidus sp. UYMMaO02A es transformada con el plasmido pLSAprkA,
éste no puede replicarse en la cepa porque contiene el origen de replicacién oriR6K. Se seleccionan
con Kmsg las transformantes que adquirieron el plasmido por recombinacién homoéloga. La
recombinacién puede ocurrir en las regiones de homologia de TS1 o TS2. La co-integracion del
plasmido se verifica por PCR.

La cointegracion del plasmido pLSAprkA/ pLSAnodD al cromosoma se verificé por
la capacidad de las transformantes de crecer en el medio de cultivo LB Kmsoy por
PCR utilizando los cebadores TS1-F y TS2-R para cada gen (Tabla 6). Las condiciones
de las PCR y la visualizacion de los amplicones fueron las mismas que las descritas
en la seccién 4.9.2.1. En este caso se esperan dos productos de amplificacién, uno
correspondiente al inserto y otro al gen salvaje. Como resultado se obtuvieron las
cepas Cupriavidus  sp. UYMMaO2A:pLSAprkA vy Cupriavidus sp.
UYMMa02A:pLSAnodD.

4.9.4. Resolucion del cointegrado

Este paso implica la transformaciéon de la cepa con un plasmido inducible que
codifica para la nucleasa I-Scel bajo el control de un promotor inducible meta (Pm).
Pm es activado por la proteina XylS en presencia del inductor 3-metil benzoato
(3MB). Consecuentemente, en presencia del inductor, la nucleasa se expresa y
genera los cortes en sitios especificos de la doble hebra. Esto induce los mecanismos
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de reparacion del ADN en la doble hebra causando la resolucién del cointegrado
observandose como colonias Km sensibles, donde son dos las opciones, que al
recombinar la cepa revierta a salvaje o se genere una mutante sin el gen. Esto se
determina por PCR (Figura 17).

4.9.4.1. Conjugacion triparental

El siguiente paso en esta mutagénesis consistio en incorporar un plasmido inducible
que contenga la secuencia de la enzima endonucleasa I-Scel mediante conjugacién
triparental. Se ensayaron 4 plasmidos distintos que codifican para la nucleasa. Se
utilizé como cepa helper E. coli pRK600, como cepas donadoras E. coli DH5a Apir
pSW-2, E. coli DH5a Apir pSEVA434-IScel, E. coli DH5a Apir pSEVA628S y E. coli
DH5a Apir pACBSR, y cepas receptoras Cupriavidus UYMMaO2A::pLSAprkA y
Cupriavidus UYMMaO02A::pLSAnodD. Para ello, se crecieron las cepas en medio LB
liquido suplementado con los antibioticos necesarios (Tabla 1) durante toda la
noche. Al dia siguiente se hicieron diluciones 1/100 en medio LB sin antibiético y se
dejaron crecer por 3 h con agitacién a 30 °C. Para la conjugacién se cosecharon en
un tubo eppendorf 200 pL de una cepa donadora, 200 pL de la cepa helpery 300 uL
de la cepa aceptora, agrupando una de cada tipo en todas las combinaciones posible.
Los pellets resultantes se resuspendieron en 20 pL de LB liquido y se colocaron en
forma de gota en una placa de Petri con medio LB agar y se incubaron toda la noche
en estufa a 30 °C. Al otro dia, se tom6 una ansada de la colonia resultante y se
resuspendié en 500 pL de medio LB liquido, de los cuales se sembraron 50 pL con
rastrillo en placas de LB suplementado con Kmso y Nitrofurantoina (Nfso). Este
ultimo antibiotico permitio la contraseleccion de las colonias, ya que Cupriavidus sp.
UYMMa0Z2A es resistente, mientras que las cepas de E. coli son sensibles a este
antibiético (Jenkins and Bennett, 1976; Sandes, 2015). Como control se sembraron
en LB en forma de gota cada una de las cepas por separado para confirmar su
correcto crecimiento y en LB Kmso Nfso para corroborar que las cepas que no
recibieron plasmidos eran sensibles.

La presencia de los plasmidos inducibles en las cepas receptoras se confirmé
mediante PCR empleando los cebadores adecuados (Tabla 6).

55



(0 I-Scel I-Scel
oriR6KKm* or 1T

Transformacion ( AQ\
SW

e induccion de (I-Scel %
[-Scel

(11 TJ‘l o de‘ .-

Digestion de doble hebra con [-Scel

EEI S priafrs2

oriR6K HKm" oriT

P

Reparacién de ADN v screening de colonias Km®

() ,.p-@gm@g T
cepa salvaje cepa Aprikd

PCR TS1F+TS2R=1B00bp PCR T51F+T52R=1000bp

Confirmacién por PCR

Figura 17. Resolucidon de los cointegrados. Esquema de la transformacion de la cepa con el
plasmido inducible pSW-2 (1) y la induccién de la expresién de la nucleasa I-Secl que reconoce y corta
en las secuencias blanco especificas, provocando un doble corte en la cadena de ADN y la induccién
de los mecanismos de reparaciéon que llevan a la resolucion del cointegrado (II). Por ultimo, se
muestra las dos resoluciones posibles luego de la reparacion del ADN; recuperandose el genotipo
salvaje o una cepa mutante que ya no tiene el gen (cepa AprkA) (I1I).

Como resultado se obtuvieron una serie de cepas que tienen el cointegrado y
distintos plasmidos que codifican para la nucleasa I-Scel bajo el control de distintos
promotores (Tabla 1)

En la Tabla 7 se listan los inductores, sus concentraciones y los tiempos ensayados
para lograr la expresidn de la nucleasa y la resolucion de los co-integrados.

Para todos los casos se realizaron cultivos primarios en 5 mL de LB conteniendo los
antibidticos adecuados los cuales fueron crecidos toda la noche a 30 °C con
agitacidn. Al dia siguiente se realizaron repiques en medio LB fresco, sin antibidtico
con el agregado de los distintos inductores. A los tiempos indicados, se realizaron
diluciones seriadas de los cultivos inducidos y se sembraron aproximadamente 1 x
103 ufc/mL en placas con medio LB agar mediante rastrillado y se incubaron a 30 °C
durante toda la noche. Para la recuperacion de los clones que hubieran resuelto el
co-integrado, se seleccionaron las colonias sensibles a la Km. Para esto, las colonias
obtenidas se repicaron ordenadamente a placas de petri con medio LB y LB-Kmso.
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Las colonias sensibles pueden tener un genotipo salvaje o mutante (Figura 17), para
averiguarlo se realiz6 la amplificacion por PCR mencionada en la seccién 4.9.2.1.

Tabla 7. Condiciones de induccion para plasmidos con sistema I-Secl

Plasmido Inductor Tiempo de induccion
pSW-2 3MB 2 mM 4hs, 1y 2 dias
3MB 5 mM 1 dia
pSEVA434-]-Secl IPTG 0,5 mM 4hs, 1,2y 5 dias
IPTG 1 mM 1dia
pACBSR Arabinosa 100 mM 4hs, 1,2y 5 dias
Arabinosa 100 mM 1 dia
pSEVA628S 3MB 2mM 4hs, 1, 2,5y 10 dias
3MB 5 mM 1dia
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5.RESULTADOS

5.1. Expresion global de proteinas de Cupriavidus sp.
UYMMAaO2A

5.1.1. Optimizacion de un método para la obtencion de extractos
proteicos totales de Cupriavidus.

El primer paso para el andlisis de la expresion global de proteinas fue ajustar un
protocolo de alto rendimiento para la extraccion de proteinas totales para el género
Cupriavidus. En primer lugar, se evalud la eficiencia para obtener extractos celulares
mediante los protocolos de lisis mecanica usando la French press y el ultrasonido.
Los extractos celulares obtenidos se compararon mediante SDS-PAGE (Figura 18).
Los dos métodos permitieron obtener de cantidades suficientes de proteinas,
aunque los perfiles proteicos obtenidos mediante el uso del sonicador presentaron
un patron de bandas mas definidas y uniformes. Ademas, el sonicador nos permite
trabajar con volimenes pequefios de muestra, y es por estas razones que este
método de lisis fue el elegido para este trabajo.

UYMRa05A UYMMa02A LMG19424 MPM

UYMExO1A UYMMa02ZA LMG19424
UYMEx01A UYPRZ2.512 CH34 (kDa) b UYMRa05A MPM UYPR2.512 CH34
(Da)
z = 100
-_a 109
?"‘.
e . U
R
- - 50
18

30 30
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Figura 18. Electroforesis SDS-PAGE de proteinas totales empleando diferentes métodos de
lisis celular. Electroforesis SDS-PAGE de proteinas totales de diferentes cepas y especies
pertenecientes al género Cupriavidus, 1as primeras cuatro son parte de la coleccion del laboratorio y
las dos ultimas son cepas referencia, C. taiwanensis LMG19424 y C. metallidurnas CH34. Marcador de
peso molecular Thermo Scientific, Page Ruler Unstained Protein Ladder, #26614; A) obtenidas
mediante French Press. B) obtenidas mediante el uso de sonicador.

El segundo paso fue seleccionar un tampdén que permitiera obtener la mayor
cantidad de proteinas en forma soluble. Para esto, se compararon los extractos
obtenidos empleando un tampoén fisioldgico (PBS), PBS con detergente CHAPS
(PSB+CHAPS) y un tampon conteniendo Urea y Tiourea (UT) (Figura 19). Al usar
PBS o PBS+CHAPS se recuper6 aproximadamente la misma cantidad de proteinas y
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no se encontraron diferencias en el perfil de bandas obtenidas. Sin embargo, al
emplear el tampdn de extraccion desnaturalizante conteniendo Urea-Tiourea, no se
observaron bandas definidas en el gel de acrilamida, indicando una menor eficiencia
de recuperacién de proteinas en estas condiciones, por lo que se descarté su uso.

En consecuencia, decidimos emplear el tampdén mas sencillo, PBS, para el resto de
los experimentos de extraccion proteica.

UYPR2,512 UYPR2,512 UYMMa02AUYMMa02A MPM UYPR2,512 UYPR2,512 UYMMa02A UYMMa02A
PBS +C PBS PBS +C PBS (kDa) UT+C UT UT+C UT
100

Figura 19. Electroforesis SDS-PAGE de proteinas totales empleando distintas soluciones
tampon. Electroforesis SDS-PAGE de extractos celulares de diferentes cepas pertenecientes al
género Cupriavidus obtenidas por sonicado y presencia de distintas soluciones tampé6n. Marcador de
peso molecular Thermo Scientific, Page Ruler Unstained Protein Ladder, #26614. UT: Urea-Tiourea;
C: CHAPS; PBS: Tampdn fosfato salino (siglas en inglés).

Una vez seleccionado el método de extracciéon y el tampoén a emplear, se determind
la concentracién proteica de los extractos obtenidos. Se determiné que a partir de 1
mL de cultivo de Cupriavidus sp. UYMMa02A con una DOeoonm de 1, se obtiene
aproximadamente 1 mg de proteina total. Complementariamente, se optimizé la
cantidad de muestra 6ptima para una electroforesis en una dimension. Se establecié
que con 60 pg de proteina total por pocillo se consigue una buena visualizaciéon del
perfil de proteinas totales al tefiir con Azul de Coomasie.

5.2. Crecimiento de Cupriavidus sp. UYMMa02A en
distintas condiciones de cultivo

Para evaluar el efecto de la disponibilidad de nutrientes y estimulantes en el
desarrollo de Cupriavidus sp. UYMMa02A, se realizaron curvas de crecimiento de la
cepade estudio en las condiciones en las que se queria evaluar la expresién proteica;
(I) Concentraciones decrecientes de nitrégeno, (II) Presencia de los flavonoides
luteolina y apigenina y (III) Medio de cultivo vegetal Howieson suplementado con
compuestos nitrogenados y carbonados.
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Se observo que Cupriavidus sp. UYMMa02A fue capaz de crecer en todas las
condiciones ensayadas, excepto en medio minimo M9 sin ninguna fuente de
nitrogeno. El agregado de concentraciones crecientes de nitrogeno estimuld el
crecimiento bacteriano, el cual alcanzé su maximo a la mayor concentracién de
nitréogeno ensayada (20 mM). En base a estos resultados, se seleccion6 una
concentracion de amonio 1 mM (correspondiente a 1/20 la dosis normal utilizada)
para simular una condicién de limitaciéon de nitrégeno. A esta concentracion de
nitrégeno, Cupriavidus sp. UYMMaO02A alcanza el 62 % del crecimiento logrado en el
mismo periodo de tiempo en un medio completo (M9 normal).

En cuanto a las células que crecieron en presencia de flavonoides, se vio un leve
aumento en la DO alcanzada en comparacién con el medio M9 normal, mayor atn
para el tratamiento de M9 suplementado con luteolina (Figura 20). Esto sugiere que
en las condiciones ensayadas, el agregado de estos compuestos afecta positivamente
el crecimiento bacteriano.

Por otro lado, se demostr6é que el medio Howieson (normalmente utilizado para
crecer plantas (Howieson et al., 1993)), permite el desarrollo normal de Cupriavidus
sp. UYMMa02A cuando es suplementado con fuentes de carbono y nitrégeno,
observandose justamente en este medio el mayor crecimiento bacteriano.

Cabe destacar que las medidas graficadas se tomaron utilizando un colorimetro y
por lo tanto no son comparables, pero si extrapolables, con las obtenidas por
espectrofotometro.
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Figura 20. Curvas de crecimiento de la cepa Cupriavidus sp. UYMMa0O2A bajo distintas
condiciones de cultivo. Se graficé la DOszonm en funcién del tiempo. Las medidas de DOszonm se
efectuaron cada dos horas hasta las 30 h de cultivo.
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5.3. Analisis de la expresion diferencial de proteinas en
respuesta a variantes nutricionales

5.3.1. Efecto de la disponibilidad del Nitrégeno

La disponibilidad de nitrégeno es una de las sefiales que modula el establecimiento
de relaciones simbidticas entre rizobios y leguminosas. Por ende, conocer la
respuesta de la bacteria a la falta de este elemento podria darnos pautas sobre las
adaptaciones metabdlicas que ocurren durante la interaccién simbidtica. De
acuerdo con los resultados anteriores, se prepararon extractos celulares a partir de
cultivos bacterianos crecidos en suficiencia de nitrégeno (M9 con cantidades
normales de nitrégeno) y en condiciones de deficiencia de nitréogeno (M9 con 1/20
de nitrégeno). Las proteinas obtenidas fueron cuantificadas (Tabla 8), marcadas con
distintos fluoréforos, y analizadas mediante 2D-DIGE. Para este analisis se utilizaron
3 réplicas independientes de cada condicidn.

Tabla 8. Concentracion de proteinas de Cupriavidus sp. UYYMMa02A determinada mediante
Bradford para ensayo de disponibilidad de nitrégeno.

Condicién Concentracion
(ng/pL)
N1 2,2
N2 2,5
N3 3,5
N1 (1/20) 1,2
N2 (1/20) 2,0
N3 (1/20) 2,3

El andlisis de imagenes obtenidas del 2D-DIGE permitié detectar 471 spots, de los
cuales 38 tuvieron una expresion diferencial. Considerando que el genoma de
Cupriavidus sp. UYMMa02A codifica para unas 8200 proteinas hipotéticas (Iriarte et
al,, 2016), este analisis permitié visualizar entre un 5 y un 6 % del total de proteinas
potenciales. De los 38 spots expresados diferencialmente, 14 se encontraban
significativamente mas expresados en la condicion de déficit de nitrégeno que en
suficiencia de nitrogeno (sobreexpresados), mientras que 24 se encontraban
significativamente menos expresados en la condiciéon de déficit de nitrégeno (sub
expresados).

Del total de los spots con expresién diferencial, 31 tuvieron una intensidad suficiente
para ser escindidos manualmente del gel luego de tefiirlo con Coomassie. Los spots
se analizaron por espectrometria de masa MALDI/TOF-TOF, lograndose identificar
9 de estos, correspondientes a 7 proteinas distintas, ya que 2 de ellas estaban
presentes en mas de un spot. La Tabla 9 resume las proteinas identificadas en cada
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spot con su respectivo punto isoeléctrico, masa, categoria COG, mascot score,
porcentaje de cobertura de secuencia, ubicacion celular y los datos estadisticos. El
mapeo en el genoma de Cupriavidus sp. UYMMAOZ2A mostré que los genes que
codifican para las 7 proteinas se encuentran en el cromosoma uno, el cual contiene
la regiéon mas conservada (core genome) del genoma en bacterias con genomas
multipartitos (Chain et al, 2006; Lykidis et al, 2010). De las proteinas sub
expresadas sdélo se identificé un transportador ABC de urea que contiene un PI de
9,1 y su locacion es periplasmica. Contrariamente, todas las proteinas
sobreexpresadas tienen un Pl en el entorno de 5y 5,7 y se localizan en el citoplasma.
La mayoria de ellas (44 %) se vincula con el transporte y metabolismo de
aminoacidos sugiriendo que, ante la falta de nitrégeno, la bacteria busca captar
fuentes alternativas de nitrégeno y reciclar los aminoacidos disponibles. Del resto
de proteinas sobreexpresadas, el 22 % estan relacionadas con la conversion y
produccién de energia, 22 % con el transporte coenzimatico y metabolismo, y
solamente 1 proteina (11 %) estd implicada en la modificacién transcripcional de
chaperonas (Tabla 9).

Figura 21. Mapa con la localizacion de los spots expresados diferencialmente. En la imagen se
muestra uno de los geles 2D-DIGE correspondiente a proteinas de las bacterias crecidas con baja
concentracion de nitrégeno y su control. El gel obtenido fue escaneado y el software utilizado marca
con azul y le asigna un niimero a los spots correspondientes a proteinas expresadas diferencialmente,
lo cual se usa como mapa para la posterior escisién y andlisis mediante MALDI-TOF.
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Tabla 9. Caracteristicas generales de las proteinas expresadas diferencialmente en respuesta a la disponibilidad de nitrégeno

Prueba Cobertura Proteina identificada®
Ne Tasa ; P s
de Mascot de Masa Categoria Clasificacion Ubicacién
de de . .
. Student score2 secuencia (KDa) NCBI Rast COGe¢ de enzimas celulard
spot cambio
(p-valor) (%)

Proteinas sobreexpresadas

96 16 00004 106 30 574 69,5  Prosphomethylpyrimidine — Phosphomethylpyrimidine H EC4.1.99.17 Citoplasmatica

synthase ThiC synthase ThiC
98 21 0007 123 30 574 695  Phosphomethylpyrimidine Phosphomethylpyrimidine H EC4.1.99.17 Citoplasmatica
synthase ThiC synthase ThiC

139 2,3 0,004 134 23 52 50,6 trigger factor Cell division trigger factor 0 EC5.2.1.8 Citoplasmatica

147 1,3 0,009 101 26 53 55,6 2-isopropylmalate synthase 2-isopropylmalate synthase E EC 2.3.3.13 Citoplasmatica

176 1,3 0,034 98 36 53 471 homoserine dehydrogenase Homoserine dehydrogenase E EC1.1.1.3 Citoplasmatica

178 1,4 0,028 150 34 53 47,1 homoserine dehydrogenase Homoserine dehydrogenase E EC1.1.1.3 Citoplasmatica

Dihydrolipoamide
. . . . succinyltransferase . s
181 14 0007 151 37 57 431  dihydrolipoyllysine-residue component (E2) of 2- C EC23.161 Citoplasmatica/
succinyltransferase Periplasmica
oxoglutarate dehydrogenase
complex
465 125 0,009 189 37 5 41, Succinate-CoAligasesubunit  Succinyl-CoAligase [ADP- C EC6.2.1.5  Citopldsmatica
beta forming] beta chain

Proteinas sub expresadas

198 29 0,009 100 30 91 454 Urea ABC transporter, urea Urea ABC transporter, E i Periplasmica

binding protein substrate binding protein UrtA

aL,os score de Mascot fueron estadisticamente significativos (p<0,05). PLas proteinas se buscaron en la base de datos del NCBI y utilizando como base el genoma de Cupriavidus sp.
UYMMaO02A depositado en Rast. cCategorias COG: C-conversion y produccion de energia; E-transporte y metabolismo de aminoacidos; O-modificaciéon postraduccional, chaperonas;
H-transporte coenzimatico y metabolismo. 4Los resultados provienen de Cello.
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5.3.2. Biusqueda de proteinas de Cupriavidus sp. UYMMa02A
afectadas por la presencia de flavonoides

Como segunda aproximacién para estudiar las adaptaciones de Cupriavidus sp.
UYMMaO02A durante los primeros pasos de la interaccién simbidtica, se decidié
analizar los cambios a nivel del proteoma provocados por los flavonoides luteolina
y apigenina. Ambos flavonoides son capaces de activar la expresion de genes nod y
la sintesis y excrecién de factores Nod en C. taiwanensis (Amadou et al., 2008;
Marchetti et al., 2010). Para este analisis se utilizaron 4 réplicas por tratamiento;
creciendo nuestra bacteria en medio M9 sin flavonoides (C), en M9 en presencia de
luteolina (L) y M9 con apigenina (A). Las concentraciones proteicas de cada uno de
los extractos obtenidos se detallan en la siguiente tabla (Tabla 10). Luego de la
cuantificacion, se marcaron los tratamientos con los distintos fluoréforos segun
Tabla 4 y se analizaron mediante 2D-DIGE.

Tabla 10. Concentracion de proteinas de Cupriavidus sp. UYMMa02A determinada mediante
Bradford para ensayo con flavonoides comerciales.

Condicién Concentracion
(ng/nL)
C1 4,6
Cz 4,4
Cs3 5,2
Cs 5,2
L1 4,5
L2 9,2
L3 7,8
L4 8,1
A1 6,0
Az 8,7
As 6,4
Asg 7,1

C: Tratamiento control; L: Tratamiento con luteolina; A: Tratamiento con apigenina.

En este experimento se visualizaron un total de 373 spots, correspondientes a un
4,5% del total de proteinas potenciales considerando que cada spot corresponde a
una Unica proteina, lo cual no siempre es cierto.

En este caso se consideraron como spots difernciales los que presentaron hasta un
p-valor de 0,1. Los resultados se analizaron enfrentando las tres condiciones dando
como resultado un total de 22 spots con expresion diferencial, de los cuales 8 se
sobreexpresaron en presencia de luteolina, 8 con apigenina y 6 en el tratamiento
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control. Luego de tefiir los geles con Coomassie se logré escindir la totalidad de los
spots para finalmente identificar 12 proteinas mediante MALDI-TOF (Tablas 11 y
12).

Las proteinas Tricarboxylate transport protein TctC y dihydrolipoyltranssuccinase
fueron las Unicas proteinas basicas identificadas, con un punto isoeléctrico (PI)
alrededor de 9; en cambio el resto tiene un PI que oscila entre 5 y 7. Todas las
proteinas identificadas se localizan en el citoplasma, excepto TctC que tiene
ubicacion periplasmica. Un 33,3 % estan relacionadas a la conversion y produccién
de energia y un 25 % se vincula con el transporte y metabolismo de aminoacidos
segln las categorias COG, las demas se vinculan con una variedad de funciones
(Figura 22). Todos los genes que codifican para las proteinas identificadas se
encuentran codificadas en el cromosoma uno, a excepcién de la aminotransferasa
de aa de cadena ramificada (sobreexpresada en el tratamiento con apigenina) y la
aldehido deshidrogenasa (sobreexpresada en el tratamiento con luteolina), que se
encuentran en el cromosoma dos. Curiosamente no se identificaron proteinas
codificadas por el megaplasmido que contiene la isla simbiética con los genes

nod/nif.

Figura 22. Analisis por 2D-DIGE de los extractos proteicos de Cupriavidus sp. UYMMa02A al
suplementar el medio de cultivo con flavonoides sintéticos. Imagen representativa de gel 2D-
DIGE correspondiente a proteinas de las bacterias suplementadas con apigenina y su control luego
de su tincién con Coomassie.
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Tabla 11. Caracteristicas generales de las proteinas expresadas diferencialmente en presencia de apigenina

Tasa Prueba de Cobertura Proteina identificada?
Ne de Mascot de Masa Categoria Clasificacion  Ubicacién
spot de Student score2  secuencia (KDa) COGe« de enzimas celulard
P cambio (p-valor) NCBI Rast
(%)
Proteinas sobreexpresadas en presencia de apigenina
103 15 0,019 163 18 55 608 aspartate 4-decarboxylase* L-aspartate-beta-decarboxylase E - Citoplasmatica
224 15 0,052 157 33 59 394 branched chain amino acid Branched-chain amino acid E EC2.6.142 Citoplasmética
aminotransferase aminotransferase
272 1,4 0,027 185 38 58 279 enoyl-CoA hydratase Enoyl-CoA hydratase I EC4.2.1.17 Citoplasmatica
257 15 0,004 157 16 96 334 C4-d1carboxylat.e ABC transl?orter Tricarboxylate transport protein C i Periplésmica
substrate-binding protein TctC
Proteinas subexpresadas en presencia de apigenina
Dihydrolipoamide
155 14 0,002 143 36 9 321 dihydrolipoyltranssuccinase succinyltransferase component C EC23161 Citoplasmatica
(fragment)* (E2) of 2-oxoglutarate
dehydrogenase complex
serine . . -
171 15 0,082 95 12 6,4 45 Serine hydroxymethyltransferase E EC2.1.2.1  Citoplasmatica

hydroxymethyltransferase*
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Tabla 12. Caracteristicas generales de las proteinas expresadas diferencialmente en presencia de luteolina

Prueba de Cobertura Proteina identificadab
N2de Tasade Mascot de Masa Categoria Clasificacion  Ubicacion
bi Student a . P c d . lulard
spot cambio (p-valor) score secuencia (KDa) NCBI Rast COG e enzimas celular
(%)

Proteinas sobreexpresadas en presencia de luteolina

103 1,5 0,050 163 18 6 60,8 aspartate 4-decarboxylase* L-aspartate-beta-decarboxylase E - Citoplasmatica

Non-specific DNA-binding
317 14 0,021 94 44 6 182 DNA starvation/stationary protein Dps / Iron-binding P EC1.163.1 Citoplasmatica
phase protection protein ferritin-like antioxidant protein
/ Ferroxidase

335 3,4 0,001 239 33 6 55 aldehyde dehydrogenase aldehyde dehydrogenase C EC1.2.1.3  Citoplasmatica
Proteinas subexpresadas en presencia de luteolina

131 1,6 0,080 459 42 5 57,3 molecular chaperone GroEL GroEL 0 - Citoplasmatica

Dihydrolipoamide
155 13 0,064 143 36 9 321 dihydrolipoyltranssuccinase succinyltransferase component C EC231.61 Citoplasmética
(fragment)* (E2) of 2-oxoglutarate
dehydrogenase complex
171 15 0,105 95 12 6 45 serine Serine E EC2.121 Citoplasmatica

hydroxymethyltransferase*

hydroxymethyltransferase

aL,os score de Mascot fueron estadisticamente significativos (p<0,1). PLas proteinas se buscaron en la base de datos del NCBI y utilizando como base el genoma de
Cupriaavidus sp. UYMMa02A depositado en Rast. cCategorias COG: C-conversién y produccion de energia; E-transporte y metabolismo de aminoacidos; I-
metabolismo y transporte de lipidos; P-metabolismo y transporte de iones inorganicos; F-metabolismo y transporte de nucleétidos; O-modificaciéon

postraduccional, chaperonas; J-transduccion, estructura ribosomal y biogénesis. 4Los resultados provienen de Cello. *Proteinas que se identificaron en mas de una

condicion.
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5.3.3. Evaluacién de la interaccion planta - microorganismo en un
sistema de co-cultivo

La tercera aproximaciéon empleada para responder la principal pregunta que nos
planteamos, fue estudiar la respuesta de la bacteria durante su interaccién con una
planta hospedera. Para esto se realizaron ensayos de co-cultivo en el que la bacteria
fue incubada en el mismo medio que la planta, permitiendo el intercambio de
sefiales, pero sin dejar que exista un contacto directo entre los simbiontes. Como
control, las bacterias se mantuvieron en las mismas condiciones, pero sin plantas
(Figura 14). Las concentraciones de los extractos proteicos obtenidos se muestran
en la Tabla 13.

Tabla 13. Concentracion de proteinas de Cupriavidus sp. UYMMa02A determinada mediante
Bradford para ensayo de interaccién planta - bacteria.

L Concentracion
Condicion
(ng/uL)
C1 1,2
C2 0,6
C3 0,7
CC1 0,9
CC2 1,5
CC3 1,0

C: Control sin planta. CC: co-cultivo planta-bacteria

Luego de analizar las imagenes se observaron 674 spots, de los cuales 37 (5,4 %)
mostraron expresion diferencial (Figura 23). Veintiséis proteinas se encontraban
sobreexpresadas mientras que 11 de ellas estaban sub expresados o reprimidas.
Una vez tefiidos con Coomassie se lograron escindir y analizar 24 spots y finalmente
se identificaron 18 spots, correspondientes a 17 proteinas distintas. A continuacién
se muestra el listado de proteinas identificadas junto a sus caracteristicas (Tabla
14), se observa que un 75 % de las proteinas tiene un PI en el entorno de 5 - 6. El
metabolismo y transporte de carbohidratos (19 %) junto con la modificacién
postraduccional (19 %) son los principales mecanismos implicados.
Particularmente en este ensayo se encontré solo 1 proteina implicada en el
transporte y metabolismo de aminoacidos, aspartato 4-decarboxilasa, que
contrariamente a lo ocurrido en el ensayo con inductores comerciales, se encuentra
con expresién disminuida. Con respecto a la localizacion subcelular: 5 se pueden
encontrar tanto en el citoplasma como fuera de la célula, 9 en el citoplasma, 3 se
ubican en el periplasma, pero una también puede encontrarse en el citoplasma y por
ultimo se identific6 una porina que se localiza en la membrana externa. Todos los
genes que codifican para las proteinas que resultaron sub expresadas en este
experimento se localizan en el cromosoma uno. Sin embargo, las sobreexpresadas
estdn 9 en el cromosoma uno y 5 en el cromosoma dos. Cabe mencionar que dos de
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las proteinas sobreexpresadas se identificaron con el mismo nombre - universal
stress protein UspA - sin embargo, contienen una secuencia aminoacidica distinta.

Figura 23. Analisis por 2D DIGE de los extractos proteicos de Cupriavidus sp. UYMMa02A
posterior a su interaccién con M. pudica y su control. La imagen muestra la superposicion de los
canales (Cy2, Cy3 y Cy5).
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Tabla 14. Caracteristicas generales de las proteinas bacterianas expresadas diferencialmente en presencia de la planta hospedera

PR iy b
N2de Tasade Prueba de Mascot Cobertura de Masa Proteina identificada Categoria Clasificacion de Ubicaciéon
. Student (p- . .
spot cambio valor) score2 secuencia (%) (KDa) NCBI Rast COGe enzimas celulard
Proteinas sobreexpresadas en co-cultivo planta - bacteria
507 1,5 0,029 147 27 6,1 15,3 nucleoside-diphosphate kinase Nucleoside diphosphate kinase F EC2.7.4.6 Citoplasmatica/
Extracelular
ABC transporter, substrate-binding Extracelular /
629 1,8 0,036 181 40 9,3 32,1 ABC transporter protein (cluster 2, G - A L.
. ) Citoplasmatica
ribose/xylose/arabinose/galactose)
292 2,4 0,005 109 13 9 42,2 membrane protein Outer membrane protein (porin) M - M::tl::s:a
308 2,3 0,041 111 39 52 3¢  Pyruvatedehydrogenase subunit Acetoin dehydrogenase E1 - EC 2.3.1.190  Citoplésmatica
beta component beta-subunit
357 12 0,026 348 28 56 275 enoyl-[acyl-carrier-protein] Enoyl-[acyl-carrier-protein] | EC13.1.9 CltopFannat@a /
reductase reductase [NADH] Periplasmica
391 1,8 0,034 184 51 6,2 24,1 peroxidase Alkyl hydroper.OXId.e reductase 0 - Periplasmica
subunit C-like
499 1,5 0,035 74 12 5,9 16,2 L-PSP family endoribonuclease RidA/YER057¢/UK114 s.uperfamlly, | - Citoplasmatica
group 2, YoaB-like
462 13 0,041 352 66 57 181 cyclophilin Peptldyl'pmlyllf;'];rans Isomerase 0 EC5.2.1.8 Citoplasmatica
offlux transporter periplasmic Cobalt/zinc/cadmium efflux RND
199 1,5 0,004 251 37 6,2 43,3 p p .p transporter, membrane fusion P - Citoplasmatica
adaptor subunit . .
protein, CzcB family
361 1,3 0,007 126 28 7 27,6 enoyl-CoA hydratase Enoyl-CoA hydratase EC4.2.1.17 Citoplasmatica
528 1,4 0,036 237 65 6,3 15,2 universal stress protein UspA Universal stress protein family - E_xtracelul’a r /
Citoplasmatica
512 1,3 0,002 156 18 5,2 15,8 universal stress protein UspA Universal stress protein family T - E_Xtracelul,au_‘/
Citoplasmatica
78 1,7 0,013 216 52 55 73,4 serine protein kinase PrkA Uncharacterized protein YeaG T - Citoplasmatica
74 1,7 0,027 130 19 55 73,4 serine protein kinase PrkA Uncharacterized protein YeaG T - Citoplasmatica
Proteinas subexpresadas en co-cultivo planta - bacteria
106 1,3 0,030 163 18 55 60,8 aspartate 4-decarboxylase L-aspartate-beta-decarboxylase E - Citoplasmatica
PPQ-dependent dehydrogenase, Quino(hemo)protein alcohol o
113 2,7 0,010 221 37 8,4 62,5 methanol /ethanol family dehydrogenase, PQQ-dependent G EC1.1.99.8 Periplasmica
625 1,4 0,047 459 42 51 57,3 molecular chaperone GroEL GroEL 0 - Citoplasmatica

aL,os score de Mascot fueron estadisticamente significativos (p<0,05). PLas proteinas se buscaron en la base de datos del NCBI y utilizando como base el genoma de Cupriavidus sp.
UYMMa02A depositado en Rast. cCategorias COG: F-metabolismo y transporte de nucledtidos; G-metabolismo y transporte de carbohidratos; M-pared celular, membrana; I-
metabolismo y transporte de lipidos; O-modificacién postraduccional, chaperonas; J-transduccién, estructura ribosomal y biogénesis P-metabolismo y transporte de iones
inorganicos; Q-biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo; T-mecanismos de transduccion de sefal; E-transporte y metabolismo de aminoacidos. 4Los

resultados provienen de Cello.
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5.4. Construccion de cepas mutantes de Cupriavidus sp.
UYMMa02A

Los ensayos realizados permitieron identificar un interesante nimero de proteinas
expresadas diferencialmente en condiciones cercanas a las esperadas durante los
primeros pasos de la interaccidn simbiética.

Se seleccionaron dos genes de la cepa para la construcciéon de mutantes y analizar
su efecto en la simbiosis con plantas hospederas. Por un lado, se seleccioné al gen
nodD que codifica para el regulador transcripcional NodD, una proteina de unién al
ADN que se une a una region conservada denominada nod box, resultando en la
activacion de los genes que codifican para la sintesis y exportacion de los factores
de nodulacién (Masson-Boivin et al.,, 2009). Si bien no se encontré este sistema
expresado diferencialmente en las condiciones estudiadas, la importancia de los
factores Nod en la mayoria de las relaciones simbioticas rizobio-leguminosa llevé a
que se estudiara su relevancia en el modelo utilizado. Por otro lado se seleccioné al
gen prkA, el cual codifica para una posible quinasa de serinas que se encontro
sobreexpresada en condiciones de co-cultivo. Proteinas homoélogas estan muy
conservadas en bacterias y archeas, sin embargo, su funcion en este modelo es ain
desconocida. Las quinasas son capaces de fosforilar multiples sustratos, regulando
de esta forma la actividad de otras proteinas.

5.4.1. Construccion de los vectores pLSAnodD y pLSAprkA

Para la obtencion de mutantes en los genes seleccionados se escogio el método
desarrollado por Martinez y de Lorenzo, con el cual se introducen mutaciones
dirigidas y que no dejan marcas en el genoma (Martinez-Garcia, E & de Lorenzo,
2012). El primer paso fue obtener un fragmento que contuviera regiones de
homologia corriente arriba y corriente abajo al gen que queremos eliminar. Para
esto, se amplificaron fragmentos de aproximadamente 500 pb de las regiones
adyacentes corriente arriba (TS1) y corriente abajo (TS2) de los genes nodD y prkA
(Figura 24 Ay Figura 25 A). Ambos fragmentos se unieron mediante una segunda
PCR, obteniéndose un tnico amplicon denominado TS1-TS2. Con respecto al gen
nodD se obtuvo el fragmento del tamafio esperado (Figura 24 B). En cambio, para el
caso del gen prkA se amplificaron ademas del fragmento TS1-TS2 de tamafio
deseado (Figura 25 B), productos inespecificos que por su tamafio podrian
corresponder a TS1 o TS2, posiblemente como resultado de arrastre de los
cebadores de la primer PCR. Por ende, se optd por recuperar el amplicon TS1-TS2 a
partir de la banda correspondiente, la cual fue cortada y purificada a partir del gel
de electroforesis. A continuacién, los fragmentos TS1-TS2 se clonaron en el
plasmido pEMG (Martinez-Garcia, E & de Lorenzo, 2012) generandose los plasmidos
denominados pLSAnodD y pLSAprkA (Figura 24, Figura 25, Tabla 2).
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Tabla 15. Tamarfio esperado para los amplicones involucrados en la mutagénisis dirigida de
los genes nodD y prkA.

Amplicon Ta(l;l;)n ° Cebador F Cebador R

Informacion referente a la delecion del gen nodD

gen nodD 887

TS1 600 TS1F2-nodD-Kpnl TS1R2-nodD
TS2 600 TS2F2-nodD TS2R-nodD-BamHI
TS1TS2 1200 TS1F2-nodD-Kpnl TS2R-nodD-BamHI

Informacion referente a la delecion del gen prkA

gen prkA 1900

TS1 525 TS1F-prkA-EcoRI TS1R-prkA
TS2 523 TS2F1-prkA TS2R-prkA-Xbal
TS1TS2 1048 TS1F-prkA-EcoRI TS2R-prkA-Xbal

Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa mostrando los pasos de la construcciéon de
Cupriavidus sp. UYMMa02AAnodD. A) Producto de amplificacién de las zonas adyacentes al gen
nodD de aproximadamente 600 pb cada uno (TS1 y TS2). B) Producto de amplificacién de la unién
de las zonas adyacentes al gen nodD (TS1-TS2). C) carril 1: MPM; carril 2-4: clones de Cupriavidus sp.
UYMMa02AAnodD (1200 pb); carril 5: Productos de amplificacion de 1200 y 2000 pb
correspondientes al co-integrado Cupriavidus sp. UYMMaO02A:pLSAnodD; carril 6: E. coli DH5w:
pLSAnodD (1000 pb); carril 7: Cupriavidus sp. UYYMMaO02A (2000 pb).
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Los plasmidos recuperados fueron digeridos con las mismas enzimas usadas para
su clonado, mostrando que contenian insertos con el tamafio esperado (Figura 25
C). Luego se comprob¢ la identidad de los fragmentos y su correcta insersion en los
plamidos mediante el andlisis de secuencia de los insertos presentes en los
plasmidos pLSAnodD y pLSAprkA (datos no mostrados).

5.4.2. Cointegracion de los vectores pLSAnodD y pLSAprkA en
Cupriavidus sp. UYMMa02A

El segundo paso fue la incorporacion de los plasmidos en el genoma de Cupriavidus
sp. UYMMaO0Z2A. Los vectores pLSAnodD y pLSAprkA fueron transferidos mediante
conjugacion triparental a la cepa bacteriana. Las transconjugantes fueron
seleccionadas en medio LB con Km. Debido a que los plasmidos transferidos no son
replicables en Cupriavidus sp. UYMMa02A, la forma de obtener colonias resistentes
a Km es que los plasmidos se integren al genoma de Cupriavidus sp. UYMMaO02A. La
forma mas sencilla de que esto ocurra es mediante recombinacién homologa entre
las zonas de homologia TS1-TS2 incluidas en estos (Figura 16). La co-integracion de
los plasmidos se corroboré mediante PCR y visualizacién por gel de agarosa. Se
observa que para el caso del gen nodD, se obtienen dos bandas de amplificacién, por
un lado, un fragmento de 1200 pb que corresponde al fragmento TS1-TS2 y por otro
un fragmento de 2000 pb que se corresponde con el gen nodD (800pb) mas las
regiones adyacentes (TS1-nodD-TS2) (Figura 24 C). Con este resultado se confirmé
que el vector pLSAnodD se incorpordé al genoma bacteriano.

Para el caso del gen prkA no se logré amplificar los dos fragmentos esperados en una
misma reaccion. Para demostrar la co-integracion se utiliz0 una estrategia
alternativa empleando dos PCR independientes. En una de ellas se utilizaron los
cebadores TS1F-prkA-EcoRI y TS2R-prkA-Xbal para amplificar el fragmento TS1-
TS2 y en la otra se emplearon cebadores disefiados para amplificar el gen prkA
completo (prkA-F-EcoRI y prkA-R-Xbal). Usando esta estrategia se observan los
productos esperados de 1y 2Kb respectivamente (Figura 25 D).

5.4.3. Resolucion del co-integrado

Laresolucion de los co-integrados, evidenciada mediante la pérdida de la resistencia
a Km, puede llevar a la obtencion de las mutaciones deseadas. Para que esto ocurra
debe actuar la nucleasa I-Scel, la cual genera un corte en el ADN que estimula el
proceso de resolucién. Con la finalidad de optimizar este proceso en Cupriavidus sp.
UYMMaO02A, las cepas portadoras de los co-integrados se electrotransformaron con
cuatro plasmidos distintos capaces de expresar la endonucleasa I-Secl en presencia
de distintos inductores (Tabla 7). Al emplear los plasmidos pSW-2, pSEVA434-1Secl
y PACBSR, se recuperaron siempre colonias Km-resistentes, indicando que el
proceso de resolucion no ocurri6. Contrariamente, al utilizar el plasmido
PSEVAG628S, se obtuvieron colonias Km-sensibles para ambas cepas. Mediante la
verificacion por PCR, se visualizaron bandas unicas, pero del tamafo
correspondiente al gen blanco completo, por lo que se infiri6 que la recombinacién
llevo a la recuperacion de la configuracidn salvaje.
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Finalmente, mediante repiques sucesivos de las cepas portadoras de pSEVA628S
durante diez dias consecutivos y en presencia del inductor 3-metil-benzoato, se
obtuvieron clones Km-sensibles para ambas cepas. En este caso se logré identificar
colonias que contenian la mutacién buscada en el gen nodD ya que se obtuvo una
Unica banda de 1000 pb. Estos resultados confirman la obtenciéon de la cepa
Cupriavidus sp. UYMMa02AAnodD (Figura 24 C).

Figura 25. Electroforesis en gel de agarosa mostrando los pasos de la construccion de
Cupriavidus sp. UYMMa02AAprKkA. A) Producto de amplificacién de las zonas adyacentes al gen
prkA de aproximadamente 500 pb cada uno (TS1 y TS2). B) Producto de amplificacién de la unién de
las zonas adyacentes al gen prkA (TS1-TS2). C) Productos de amplificacion con la verificacion de las
digestiones, el primer carril contiene un fragmento de 5000 pb que se corresponde con el plasmido
pLSAprkaA sin digerir y el siguiente carril muestra inserto (1000 pb) y plasmido digerido (3500 pb).
D) Demostracién de cepa co-integrada mediante dos pcrs independientes: productos de
amplificacién correspondientes al gen prkA completo (2000 pb) y ala unién TS1 y TS2 (1000 pb).

Resultados obtenidos por nuestro grupo de investigacién indicaron que Cupriavidus
sp. UYMMa02AAnodD no tiene el fenotipo esperado. Se realizaron ensayos de
infeccion en plantulas de M. pudica que demostraron que luego de 30 dias de
inoculacién no se observaron diferencias significativas respecto a la formacién de
nodulos entre las plantas inoculadas con la cepa salvaje y la mutante.
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6.DISCUSION

Las leguminosas tienen un gran valor a nivel ecosistémico ya que pueden utilizarse
como alimento, como plantas forrajeras, abonos verdes o para la recuperacién de
ambientes degradados. Es asi que conocer en profundidad los recursos naturales de
nuestro pais, tales como las leguminosas nativas y los rizobios asociados a ellos, es
fundamental para su aprovechamiento en el disefio de sistemas productivos
sustentables. Las leguminosas pertenecientes al género Mimosa tienen uno de sus
principales centros de diversificacion las regiones del Cerrado y Catinga en el centro
y nordeste de Brasil, habiéndose descrito mas de 300 especies para estas regiones,
sin embargo su distribucion también abarca las zonas subtropicales de Sudamérica
y México (Simon et al,, 2011). En este contexto, Uruguay es un sitio biogeografico de
sumo interés ya que es el hogar de cerca de 50 especies de Mimosa y es a su vez
limite de distribucién de muchas especies pertenecientes a este género (Izaguirre
and Beyhaut, 2003b).

A su vez, en nuestro pais existe escaso conocimiento sobre las caracteristicas de las
bacterias que tienen capacidad de asociarse simbidticamente con la mayoria de las
leguminosas nativas. Estudios previos realizados en nuestro laboratorio han
brindado aportes sumamente interesantes en lo que respecta al relevamiento de
rizobios a nivel nacional, su caracterizacién y el estudio de su diversidad.
Particularmente, en el marco de un estudio sobre rizobios asociados a la leguminosa
arborea Parapiptadenia rigida, en el afio 2009, se encontraron rizobios
pertenecientes a los géneros Paraburkholderia y Cupriavidus, abriendo una nueva
etapa en la investigacion del mutualismo entre estos microorganismos y sus plantas
hospederas. Por esta razon, en los ultimos afios se decidid crear una coleccién de (3-
rizobios, mediante la prospeccién y recoleccién de nédulos a partir de poblaciones
silvestres de diversas especies vegetales pertenecientes al clado mimosoide.
Actualmente se cuenta con una coleccion compuesta por un centenar de rizobios
pertenecientes a los géneros Cupriavidus y Paraburkholderia (Pereira-Gémez et al.,
2020; Platero et al., 2016; Taulé et al,, 2012).

Considerando la importancia que tienen los [-rizobios como simbiontes de
leguminosas nativas, en este trabajo se planteé ahondar en el estudio de los
mecanismos involucrados en la interaccion entre [-rizobios y sus plantas
hospederas. El foco principal fue conocer las proteinas y vias metabolicas implicadas
en los primeros pasos de la interaccion entre rizobios pertenecientes al género
Cupriavidus y leguminosas hospederas.

Para poder responder algunas de las preguntas que plantea este trabajo se decidié
estudiar los cambios proteémicos que ocurren en la bacteria desde lo mas simple,
como es la respuesta del microsimbionte a la falta de nitrégeno o a la presencia de
una molécula sefial como lo son los flavonoides luteolina y apigenina; a lo mas
complejo como los cambios que ocurren durante la interaccién planta - bacteria.
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Se utiliz6 este enfoque debido a que las proteinas estdn implicadas en todos los
aspectos de la célula, aportando dinamismo al sistema, y en comparacion al genoma,
brindan cierta flexibilidad que permite cambios dependientes de la célula
propiamente y su entorno. A su vez, esto vuelve al proteoma mas complejo para su
estudio debido a las numerosas modificaciones postraduccionales que las proteinas
pueden presentar. El uso de la protedmica para el estudio de la interaccion planta -
bacteria es un desafio y requiere adaptaciones especificas de todo el abordaje,
incluido el disefio del ensayo, el muestreo y la preparaciéon de muestras, ademas de
la cuantificacion, separacidon e identificacion de proteinas. Sin embargo, el analisis
del proteoma revela no solo laidentidad de las proteinas que ya se sabia que estaban
involucradas en cierto proceso, sino que también permite la caracterizaciéon de
proteinas de funciéon desconocida (Knief et al.,, 2011).

Obtencion y cuantificacion de extractos proteicos

Para realizar los andlisis de prote6mica es fundamental contar, como punto de
partida, con un método reproducible que permita la obtencién de extractos
proteicos bacterianos de alta calidad. Para eso fue necesario poner a punto la
extraccion de proteinas de Cupriavidus basdndose en la bibliografia y la experiencia
previa de los integrantes del laboratorio. Se optimizé la extracciéon proteica
utilizando ultrasonido y tampdn PBS para la ruptura celular, lograndose un método
sencillo, reproducible y aplicable a cantidades variables de muestra. Segin
bibliografia, se esperaba que el tampo6n conteniendo Urea y Tiourea (UT) tuviera
mayor rendimiento de extraccion, contrariamente a lo que mostraron los resultados
(seccion 4.3.2), donde se observo un aumento en el rendimiento de la extraccion
proteica cuando se emple6 PBS como tampoén. Sin embargo, también es posible que
el método empleado para cuantificar proteinas en los extractos sea la causa de esto.
En esta primera etapa, el método empleado fue la cuantificacién de proteinas por
absorbancia a 280 nm, la cual se basa en la absorcién de los anillos aromaticos de
los residuos de tirosina y el triptéfano. Este es un método sencillo, practico,
automatizable y no destruye la muestra, pero posee la limitante de subestimar o
sobreestimar la concentraciéon de proteinas, ya que esta se encuentra sujeta al
nimero de aminodacidos previamente mencionados presentes en la muestra
(Fasman, 1990). Los extractos totales también pueden contener acidos nucleicos
(ARN y/o ADN) que absorben a esta longitud de onda, interfiriendo con la
cuantificacién, aunque esta situacién fue descartada al realizarse electroforesis SDS-
PAGE de las muestras tratadas o no con ADNasa, sin que se observaran diferencias
en la intensidad de las bandas proteicas (resultados no mostrados). Otra posibilidad
es que el tampon UT absorba a 280 nm, en bibliografia se encontré que la urea no
absorbe alongitudes de onda mayores a 220 nm, en cambio no fue posible encontrar
valores de absorcion para la tiourea. Sea cual fuera la causa, se decidi6é adoptar el
método de Bradford para la cuantificacion proteica. Este es un método
relativamente rapido y sencillo, que puede realizarse en placas de 96 pocillos,
aunque tiene la desventaja de que es un ensayo destructivo por lo que se pierde la
muestra.
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Optimizacién de las condiciones de cultivo bacteriano

Una vez determinado el método para la obtencién de los extractos y su
cuantificacion se decidié poner a punto las condiciones de crecimiento bacteriano
para los ensayos de proteémica posteriores, se estudié el crecimiento de la cepa
Cupriavidus sp. UYMMa02A bajo distintas condiciones de cultivo, con la intencion de
evaluar si el desarrollo de la bacteria ocurre satisfactoriamente y determinar la
minima concentracién de nitrégeno con la cual esta logre desarrollarse teniendo la
necesidad del nutriente. Se observé que en todos los tratamientos que hubo
crecimiento, a las 14 h los cultivos ya se encontraban en fase exponencial. Para
determinar exactamente cudndo comienza esta etapa es necesario realizar medidas
previas a las 14 h. Si bien se podria esperar que al tratarse de una bacteria
diazétrofa, esta creciera en un medio con ausencia de nitrégeno realizando FBN, esto
no se pudo observar para las condiciones ensayadas. Tampoco es una caracteristica
usual en los B-rizobios, aunque se han encontrado algunas excepciones en el género
Paraburkholderia, como B. phymatum que es capaz de crecer en vida libre en un
medio de cultivo sin nitrégeno (Elliott et al., 2006). Cabe resaltar que las condiciones
experimentales de agitacion para la aireaciéon de los cultivos podrian haber
incorporado oxigeno suficiente al medio de cultivo como para inhibir al complejo
nitrogenasa. Los resultados obtenidos permiten concluir que esta cepa cuenta con
una gran capacidad de adaptacion a las condiciones nutricionales del sistema,
siempre que cuente con los nutrientes esenciales para sobrevivir. Como se observa
en la Figura 20 el tratamiento sin nitrégeno no presenta multiplicacion bacteriana,
pero el crecimiento bacteriano se incrementa proporcionalmente al aumento de
nitrégeno del medio.

Uso de la técnica 2D-DIGE

Actualmente, nos encontramos en el auge de “la era de las 6micas”, la proteémica en
particular, permite observar directamente la presencia de proteinas,
considerandose un avance frente a los estudios de transcriptémica que infieren los
niveles proteicos en base a los niveles de expresion de los transcriptos. Incluso, la
protedmica permite analizar modificaciones postraduccionales, la localizacién
subcelular de las proteinas, y la asignacién de funciones a proteinas hipotéticas
(Aebersold and Mann, 2016; Cuklina et al., 2016; Marx et al., 2016; Omasits et al.,
2017; Stekhoven et al., 2014).

En este trabajo se utiliz6 la técnica de 2D-DIGE, una aproximacién protedmica que
permite la separacion en dos dimensiones de los proteomas a ser comparados, en
una Unica corrida electroforética, disminuyendo el numero de geles a ser
procesados, evaluados e interpretados. Una de las principales ventajas que posee
esta técnica es que se realiza un pool con las muestras, por lo tanto, cualquier
imprecision en el método va a afectar a todas las proteinas de igual forma,
aumentado la fiabilidad de la informacién obtenida. El 2D-DIGE obtiene como
resultado final las imagenes de las sefiales emitidas por cada tratamiento. Esto
permite que las mismas proteinas correspondientes a los distintos tratamientos
migren conjuntamente a una misma posicién (punto isoeléctrico y peso molecular),
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evadiendo asi la variacion entre geles y a su vez utilizando la intensidad de los spots
individuales para el calculo de abundancia de las proteinas. Uno de los canales de
longitud de onda es reservado para el estandar interno que soporta el calculo de la
abundancia relativa de las proteinas y permite la comparacién inter-geles de las
réplicas. Por ultimo, resaltar que esta técnica posee la habilidad de detectar
modificaciones postraduccionales en las proteinas, que muchas veces juegan un rol
importante en la modulacién de las funciones de las proteinas (Diez et al., 2010;
Westermeier and Scheibe, 2008). Dentro de las limitantes que posee el DIGE se
encuentran: (i) la dependencia del gel, si bien el numero disminuye sigue presente,
(ii) los spots pueden estar compuestos por mas de una proteina y no es posible
contarlas en el andlisis, (iii) subestima la tasa de cambio observada para las proteinas
debido a la sefial de fondo presente en los geles (iv) para la identificacién de proteinas
es necesario la tinciéon con azul de Commassie y extraer manualmente los spots
diferenciales conllevando a la obtencién de artefactos y la contaminaciéon por
queratina (Tannu and Hemby, 2007).

Respuesta de Cupriavidus sp. UYMMaO02A a la baja disponibilidad de N

Como se menciond anteriormente, el nitrogeno es un nutriente esencial tanto para
los rizobios como para las leguminosas, incluso a menudo es un factor limitante para
el crecimiento de los cultivos (Day et al., 2001; Lucinski et al., 2002). El nitrato es la
fuente de N que mayormente se encuentra en el suelo, y su disponibilidad es la
encargada de regular el establecimiento del mutualismo entre el par simbiotico
(Streeter and Wong, 1988). La asimilacion de amonio en los rizobios varia, por
ejemplo B. japonicum coordina la acciéon de dos enzimas, glutamina sintetasa (GS)
and glutamato sintasa (GOGAT), cuando se encuentra en vida libre. Sin embargo, en
su forma simbiotica la actividad de la GS disminuye, inversamente proporcional a la
actividad de la nitrogenasa (Day et al., 2001).

En este experimento se buscd limitar la disponibilidad de N para estudiar la
importancia de este nutriente esencial en el metabolismo de Cupriavidus sp.
UYMMaO0Z2A y su posible implicancia en la sefializacion entre la planta y la bacteria.
El 44% de las proteinas identificadas se vincularon con el transporte y metabolismo
de a3, por lo que podemos concluir que las condiciones de cultivo seleccionadas
lograron efectivamente limitar este nutriente, lo cual alter6 una de las principales
rutas del metabolismo microbiano. Esto indicaria que al disminuir el N del medio, la
bacteria le da prioridad a las funciones vitales, optimizando la asimilacién y reciclaje
de este nutriente esencial.

En bacterias, ThiC cataliza la conversion del ribonucle6tido aminoimidazol, un
intermediario en la ruta de biosintesis de purinas, a hidroximetilpirimidina fosfato.
Esta ruta culmina en la formacién de pirofosfato de tiamina, un cofactor esencial de
enzimas que participan en el metabolismo de carbohidratos y aminoacidos.
Distintos estudios establecen que esta enzima es la Unica integrante de la
superfamilia SAM que es dependiente de un grupo 4Fe-4S (Chatterjee et al., 2010,
2008). La tiamina (vitamina B1) deriva de la ruta antes mencionada, es una vitamina
soluble liberada por las raices de las leguminosas, asi como también por bacterias y
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hongos que se encuentran en la rizésfera. De hecho, se ha relacionado la capacidad
de algunas bacterias como Pseudomonas 'y Azospirillum spp. de secretar vitaminas a
la rizésfera y una mejora en la FBN y el crecimiento de leguminosas noduladas por
Rhizobium (Karunakaran et al.,, 2006). Djordjevic y colaboradores han reportado
que la proteina ThiC se induce frente a situaciones de estrés como la limitante de
nutrientes y en los nddulos de S. meliloti (Djordjevic, 2004; Djordjevic et al., 2003).
A su vez, en mutantes de Rhizobium etli, que poseen una expresion no regulada de
los operones de tiamina, se observd que son capaces de fijar mas nitrégeno que la
cepa salvaje, sugiriendo que la tiamina estad implicada en la funcién normal del
nodulo (Miranda-Rios et al.,, 1997). De acuerdo con estos reportes, al igual que en
otros rizobios, la via de sintesis de tiamina en Cupriavidus sp. UYMMa02A seria
importante en la respuesta a la falta de nitrégeno y podria estar implicada también
en la interaccidn con la planta hospedera.

Segin la plataforma Kegg la homoserina deshidrogenasa (ThrA) cataliza la
reduccion de L-aspartato-4-semialdehido a L-homoserina, un intermediario para la
biosintesis de otros aminoacidos como isoleucina, treonina y metionina (Price et al.,
2018). El aspartato es un aa clave dentro del metabolismo de los rizobios y bacterias
en general ya que esta implicado en el metabolismo del Cy del N, y ademas de ser
un precursor de varios a3, es un precursor de purinas y pirimidinas (Dunn, 2015).
Un aumento de la expresion de ThrA podria estar indicando que, ante la falta de
nitrogeno, Cupriavidus sp. UYMMa02A aumenta los niveles de aspartato en las
células. Un incremento en la sintesis de este ad “comodin” seria una manera de
optimizar el metabolismo del N y reciclar este nutriente. Peralta y colaboradores
encontraron que el gen que codifica para esta proteina esta sobre representado en
los genomas de cepas de Sinorhizobium americanum aislados de semillas de
Phaseolus vulgaris, frente a las cepas aisladas de nddulos, lo cual indicaria que ThrA
seria importante en el estilo de vida libre de rizobios (Peralta et al., 2016).

La proteina 2-isopropilmalato sintasa es la primera enzima de la ruta de biosintesis
de leucina, formando isopropilmalato a partir de acetil-CoA y acido alfa-
cetoisovalérico. Esta enzima forma parte de la ruta de biosintesis de los aa de cadena
ramificada (BCAA, de sus siglas en inglés), los cuales se ha postulado que son
suministrados a los bacteroides por la planta durante la simbiosis (Chen et al,,
2012). Se ha visto que mutantes en genes que codifican para enzimas implicadas en
esta ruta metabolica, son defectuosos en la nodulacion y en la fijacién de N tanto en
a-rizobios (Prell et al., 2010, 2009) como en B-rizobios (Chen et al,, 2012). En C.
taiwanensis, la mutaciéon en la isopropilmalato isomerasa result6 en una cepa
auxotrofa para leucina, generando un fenotipo Nod+ Fix-, ya que los nédulos
formados en su huésped resultaron blancos e inefectivos. Esto también sugiere que
la planta hospedera no le provee leucina a la bacteria durante la simbiosis
(Vandamme et al., 2002), aunque es uno de los ad presentes en exudados radiculares
de M. pudica (Klonowska et al., 2018). Con la identificaciéon de esta proteina
podemos postular que Cupriavidus sp. UYMMa0Z2A también utiliza esta ruta para la
sintesis de los BCAA, imprescindibles para su crecimiento y para el establecimiento
de la simbiosis.
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El transportador ABC de Urea fue la Ginica proteina sub expresada con respecto al
control para las condiciones ensayadas. En muchas bacterias Gram negativas estos
transportadores tienen un rol en la nutricion, reciclaje de péptidos de la pared
celular y adhesién a la célula hospedera (Higgins and Linton, 2004). Este
transportador se encarga del ingreso de N a la célula bacteriana, por ende se puede
postular que, ante la disminucion de la disponibilidad de este nutriente, Cupriavidus
sp. UYMMa02A disminuye la expresion de esta proteina como método de ahorro de
energia.

La enzima Dihidrolipoil-lisina-residuo succiniltransferasa también denominada
componente dihidropoliamida succiniltransferasa (E2) es una de las enzimas que
conforma el complejo multienzimatico 2-oxoglutarato deshidrogenasa. E2 cataliza
el segundo paso en la conversion de 2-oxoglutarato (2-0G) a succinil-CoA y diéxido
de carbono, formando parte del ciclo de Krebs o ciclo de acidos tricarboxilicos (TCA,
de sus siglas en inglés) dentro del metabolismo de C. A su vez es el proveedor de
esqueletos carbonados mas importante para reacciones de asimilaciéon de nitrégeno
(Huergo and Dixon, 2015). Al igual que el aspartato que se menciond anteriormente,
el 2-0G es un metabolito clave que conecta el metabolismo de C y N en todos los
seres vivos, incluyendo a los rizobios. Esta implicado en la asimilacién de N
mediante la biosintesis y el catabolismo de a3, por lo que su incremento (que se
observa indirectamente con la sobreexpresion de la E2) reafirma la hipotesis que
Cupriavidus sp. UYMMa02A posiblemente se encuentre reciclando el N disponible.
Huergo y Dixon resaltan la importancia de 2-OG como un regulador del metabolismo
central de un amplio rango de microorganismos. Ellos plantean que investigadores
pioneros hallaron que los niveles de 2-OG aumentan cuando baja la disponibilidad
de N, pero que en estudios siguientes se demostré lo contrario. Por lo tanto, atin no
se ha encontrado una respuesta unica hacia la contribucién de este metabolito
(Huergo and Dixon, 2015). En este trabajo se observo que en condiciones de baja
disponibilidad de N, E2 se encuentra sobreexpresada, lo cual indicaria que ante este
estrés nutricional Cupriavidus sp. UYMMaO0Z2A regula los niveles de 2-OG para
equilibrar los metabolismos de C y N para cubrir sus necesidades (Dunn, 2015).

La subunidad beta de la Succinato-CoA ligasa (SucC) conforma junto con la
subunidad alfa, a la Succinil-CoA sintetasa, enzima que cataliza reversiblemente la
reaccion de succinil-CoA a succinato bajo el consumo de ATP y también participa del
ciclo TCA. Esta enzima facilita el flujo de moléculas hacia otras rutas ya que succinil-
CoA es un intermediario necesario para la sintesis de porfirina, grupos hemo y
cuerpos ceténico (Nishimura, 1986). Posiblemente estas dos ultimas proteinas se
encuentren sobreexpresadas junto con todo el complejo enzimatico que conforman,
pero este analisis s6lo pudo detectar una parte.

El nimero total de proteinas identificadas en este experimento permite tener una
imagen parcial de los cambios que ocurren. Sin embargo, los resultados obtenidos
sugieren que la falta de un nutriente esencial como el N provoca cambios en el
metabolismo central de Cupriavidus sp. UYMMaO02A, afectando procesos implicados

80



en la biosintesis y reciclado de aminoacidos, la coordinacién de los metabolismos de
Ny Cyen elciclo de Krebs.

Respuesta de Cupriavidus sp. UYMMa02A a la presencia de flavonoides

Los primeros pasos de la interaccion ocurren en la rizdsfera cuando las bacterias
censan los exudados radiculares liberados por parte de las leguminosas. Dentro de
estos exudados se encuentran una variedad de compuestos como azucares
complejos, aminoacidos, flavonoides, vitaminas, acidos organicos, alcoholes, entre
otros (Hayat et al., 2010; Morel and Castro-Sowinski, 2013). La calidad y cantidad
de exudados radiculares esta influenciada a su vez por los microorganismos
presentes en la rizésfera (Bruijn, 2015). Entre las moléculas sefial mas estudiadas
en la interaccién rizobio-leguminosa, estan los flavonoides. Estos son liberados por
las plantas y captados por los rizobios, en los cuales provoca importantes cambios,
entre ellos la activacién de la sintesis y secrecion de los factores de nodulacién, los
cuales son a su vez captados por la planta, desencadenando el proceso de la
nodulacion (Masson-Boivin et al., 2009; Oldroyd et al., 2011).

Varios investigadores reportaron que los genes de nodulacién de C. taiwanensis son
inducidos por los flavonoides luteolina y apigenina (Amadou et al., 2008; Marchetti
et al.,, 2010; Saad et al,, 2012), ademas estos flavonoides son capaces de provocar
una fuerte respuesta quimio-atrayente en rizobios (Hassan and Mathesius, 2012).
Para intentar descifrar el efecto de estos flavonoides en la cepa modelo, se estudié
los cambios que ocurren cuando Cupriavidus sp. UYMMa02A es expuesta a dichos
flavonoides y se hall6 que las proteinas identificadas se encontraban principalmente
dentro de las categorias COG: conversiéon y produccion de energia y transporte y
metabolismo de aminoacidos.

A nivel de nutrientes, se observaron cambios principalmente en el metabolismo del
N. Por ejemplo, la enzima Aspartato-4-decarboxilasa (AsdA) esta involucrada en el
metabolismo de los aminoacidos, es la enzima que se encarga de la conversién de
aspartato a alanina y CO2, posee doble funcidn, liasa y transaminasa. Es una proteina
muy estudiada ya que es la principal en la produccion industrial de alanina, aa
utilizado como aditivo para alimentos (Feng et al., 2019; Wang and Lee, 2006). Junto
con la aminotransferasa de aminoacidos de cadena ramificada (BCAA
aminotransferasa) presentan segun la plataforma RAST un contexto gendmico poco
conservado en comparacion al resto de las proteinas, sugiriendo la posibilidad que
hayan sido adquiridas recientemente mediante algin mecanismo de THG. Esta
aminotransferasa transfiere de manera reversible un grupo amino obteniendo como
producto final leucina, isoleucina y valina. Chen y colaboradores construyeron
mutantes de B. phymatum STM815 con actividad BCAA aminotransferasa reducida
que resultaron deficientes en la fijacibn de N, ya que como se mnciond
anteriormente, los ad de cadena ramificada son importantes en la invasion del
nodulo y en la formacion y maduracidn del bacteroide. A su vez, estas mutantes no
resultaron auxdtrofas de BCAA como se esperaria, posiblemente otra enzima
desconocida se encuentre compensando parcialmente esta actividad (Chen et al,,
2012). Adicionalmente, Prell y colaboradores reportaron que los bacteroides de
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Rhizobium leguminosarum by viciaese se convierten en auxotrofos simbioticos para
BCAA y que dependen de la planta para su suministro, siendo esta quien regula su
desarrollo y persistencia, haciéndolo un punto critico de control para la regulaciéon
de la simbiosis (Prell et al., 2009). Al analizar los resultados del experimento con
flavonoides se encontr6é que AsdA y BCAA aminotransferasa se encuentran
inducidas por luteolina la primera de ellas y por apigenina ambas, mostrando su
importancia en nuestro modelo tanto en condiciones de deficiencia de nitrégeno
como en respuesta a la presencia de flavonoides, sugiriendo que ambas enzimas
podrian estar implicadas en la interaccion entre Cupriavidus sp. UYMMa0Z2A y su
planta hospedera.

La proteina serina hidroximetil transferasa (GlyA) también pertenece a la categoria
E (transporte y metabolismo de 4a) dentro de COG, pero en este caso su expresion
se encuentra reducida. Esta enzima cataliza reversiblemente la conversiéon de 3-
hidroxi aa a un aldehido y glicina en presencia de 5-piridoxal fosfato, por lo que se
encuentra principalmente involucrada en el metabolismo de glicina, serina y
treonina (Kumar and Verma, 2018). Con este resultado, se podria especular
entonces que esta represion de esta proteina puede estar favoreciendo los niveles
de BCAA, aa estrechamente implicados en la interaccion rizobio - leguminosa.

La Proteina de unién periplasmica de un Transportador tripartita de C4-
dicarboxilatos (Dcu) / Transportador tripartita de tricarboxilatos (TctC), se observé
sobreexpresada en presencia de flavonoides. Su identificacién varia segin la base
de datos utilizada ya que se trata de proteinas muy conservadas cuya funcién puede
ser variable. De todas formas, esta proteina de unién periplasmica es parte de un
sistema de transportadores transmembrana ATP-dependientes, la diferencia entre
ambos sistemas recae en el 4cido organico que intercambia a través de la membrana,
el primero transfiere acidos organicos con dos grupos carboxilo (-COOH) como
acido oxalico, maldnico y succinico, mientras que TctC transporta acidos
tricarboxilicos como el acido citrico, isocitrico, entre otros. Los acidos dicarboxilicos
de cuatros carbonos son considerados la principal fuente de carbono para los
bacteroides durante la fijacion y mutaciones que interfieren en el transporte de
dicarboxilatos bloquea la fijacion de N generando defectos en el desarrollo del
nodulo, (Unden et al., 2016; Yurgel and Kahn, 2004). En cambio, el transportador
TctC podria estar implicado en el transporte de citrato, principal fuente de carbono
presente en el medio de cultivo utilizado. En este caso, la presencia de apigenina
estimularia la incorporacién de citrato. Este es un metabolito intermediario del ciclo
TCA, por lo que seguramente la bacteria se dirige hacia un incremento en la
producciéon de energia, conservandola en forma de PHAs para su posterior
utilizacion. Complementariamente a este analisis se realiz6 un BLAST que arroja
como primer resultado y con un 96,94 % de identidad, que la proteina identificada
seria homologa a TctC de C. pinatubonensis. Esto junto con la presencia de citrato en
el medio de cultivo indicaria que el transportador TctC es una de las proteinas
sobreexpresadas en el experimento con apigenina. Ademas, cabe mencionar que el
gen tctC también se encontré sobreexpresado en la cepa Cupriavidus necator
UYPR2.512 en presencia de luteolina (Rodriguez-Esperoén et al. en prep.). En este
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sentido se postula que en Cupriavidus sp. UYMMa02A, la presencia de flavonoides
estimula la incorporacidn de citrato, parte del cual seria destinado a la formacién de
polimeros de reserva como PHA’s. De esta forma en condiciones favorables, la
bacteria podria acumular reservas que serian usadas posteriormente durante la
colonizacidn e infeccion de las raices de la planta hospedera.

La enzima Aldehido deshidrogenasa (ALDH) se encuentra sobreexpresada frente a
la adicién de luteolina. Esta proteina ha sido extensamente estudiada en animales,
hongos y plantas, perteneciendo a una de las superfamilias mas ancestral y
distribuida entre los seres vivos. Riveros-Rosas y colaboradores se han encargado
del estudio de esta superfamilia en bacterias debido a la gran plasticidad metabdlica
y capacidad de adaptacion frente a entornos diversos y cambiantes que estas
poseen. Existen distintos tipos de ALDH segun el nucleéfilo exdgeno que participa
como se muestra en la Figura 26, ALDH hidroliticas (Figura 26 A), ALDH CoA-
acetiladas (Figura 26 B) y ALDH fosforiladas (Figura 26 C). En Pseudomonas se
encontraron ALDH de las tres clases y su rol en el organismo depende no sélo de la
especificidad de sustrato, sino también con que otras proteinas se co-expresa
(Riveros-Rosas et al,, 2019). Klonowska y colaboradores reportaron que el gen aldh
se encuentra inducido en presencia de exudados radiculares en B. phymatum y R.
leguminosarum, pero no en C. taiwanensis (Klonowska et al., 2018). Se realiz6 una
busqueda del contexto genémico del gen que codifica para ALDH en la plataforma
RAST para determinar de qué tipo se trata y se observo que se posiciona junto al gen
que codifica para la enzima alcohol deshidrogenasa, siendo el subsistema en comuin
la biosintesis de glicerolipidos. Este resultado sugiere que la proteina identificada
seria del tipo hidrolitica (Figura 26 A) la cual cataliza el segundo paso de la ruta de
biosintesis de glicerolipidos, que consiste en la formacién de D-gliceraldehido a
partir de D-glicerato. Este resultado sugiere que en Cupriavidus sp. UYYMMaO02A la
luteolina estimula la sintesis de acidos grasos, que desde el punto de vista de la
interaccion rizobio - leguminosa, son una de las decoraciones de los Factores Nod y
contribuyen al aumento del rango de hospederos de la bacteria.
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Figura 26. Tipos de ALDH en base al nucleéfilo exégeno. A. ALDH hidrolitica, B. ALDH CoA-
acetilada y C. ALDH fosforilada (Riveros-Rosas et al.,, 2019).

La proteina Dihidrolipoil-lisina-residuo succiniltransferasa (E2) fue una de las
proteinas que se encontraron sobreexpresada en comparaciéon al tratamiento
control en el experimento de variacion de N. Contrariamente, en este ensayo E2 se
encuentra reprimida al incorporar cualquiera de los dos flavonoides ensayados al
medio de cultivo. A su vez, mas arriba dentro de esta misma seccidn, se observé que
un transportador de acidos tricarboxilicos se encontraba sobreexpresado bajo las
mismas condiciones. Esto permite especular que en este experimento podria haber
un mayor aprovechamiento de citrato como fuente de C, con la posibilidad de un
mejor rendimiento energético ya que el compuesto entraria directamente al ciclo de
Krebs; indirectamente se observaria a la represién de E2 como una disminuciéon de
2-0G ya que no seria necesario porque la bacteria se encuentra en un estado
nutricional suficiente en lo que respecta a los metabolismos de C y N.

La Enoyl-CoA hidratasa (ECH) tiene como funcidn la hidratacién reversible del doble
enlace entre carbonos de 2-trans/cis-enoyl-CoA, un intermediario en el
metabolismo de acidos grasos, beta-oxidacion, ruta metabolica que finaliza en la
formacion de acetil-CoA y energia (ATP). Esta enzima es bidireccional, por lo que en
sentido contrario se observaria un aumento en la sintesis de acidos grasos, lo que
podria estar relacionado con cambios en la membrana celular, particularmente en
los LPS, donde las bacterias podrian prepararse para una posible interaccién con la
planta. Tang y Capela reportan que cepas mutantes de rizobio deficientes en la
biosintesis de LPS presentan un hilo de infeccién no funcional en los primeros pasos
de la infeccion teniendo como consecuencia noédulos incapaces de fijar N (Tang and
Capela, 2020). Ademas, en bibliografia se observé que ECH esta involucrada en el
metabolismo de compuestos aromaticos en algunas [3-proteobacterias como la ruta
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metabolica del benzoato (Gescher et al.,, 2002). Incluso se especula que junto a 3-
hidroxiacil-CoA deshidrogenasa en una cepa de Burkholderia xenovorans cumplen la
funcion de conectar el catabolismo con el ciclo TCA ya que carece de algunas de las
enzimas intermediarias (Suvorova and Gelfand, 2019). Complementariamente,
varios investigadores sostienen que algunas especies de rizobios son capaces de
utilizar compuestos aromaticos, entre ellos los flavonoides, como fuente de energia
degradandolos por la via del catecol y protocatecuato e incorpordndolos tras
sucesivos clivajes enzimaticos en el ciclo TCA (Cooper, 2004; Rao and Cooper, 1994;
Suvorova and Gelfand, 2019). Si bien aun no hay evidencia que Cupriavidus sp.
UYMMa02A catabolice estos compuestos para obtener fuente de C, en
investigaciones previas realizadas por nuestro grupo de trabajo se encontro activa
la via del catecol (Garabato & Sandes, en prep.), que convierte el catecol generado a
partir de benzoato, fenol y algunos mondémeros de lignina en [3-cetoadipato; que
luego con dos pasos adicionales logran la conversién de este compuesto en
intermediarios del ciclo TCA, succinil-CoA y acetil-CoA (Ledger et al., 2012; Pérez-
Pantoja et al., 2008). Otra hipdtesis posible podria ser que la presencia de apigenina
induzca la sintesis de los acidos grasos que estan implicados en la formacion de los
factores Nod. Los genes nodE y nodF de varios alfa-rizobios son los implicados en
este paso de la simbiosis (Perret et al.,, 2000). Apoyando esta hipdtesis no se
encontraron copias de nodEF en el genoma de Cupriavidus sp. UYMMa02A. Sin
embargo, si se encontré en este genoma un homdlogo al gen fabG, que segin
Amadou y colaboradores seria un paralogo de nodF en C. taiwanensis (Amadou et al.,
2008).

Los rizobios encuentran en las raices de las leguminosas un nicho favorable, la
presencia de nutrientes, la baja competencia e incluso protecciéon frente al estrés
ambiental. Sin embargo, durante la interaccién la planta produce especies reactivas
de oxigeno y otros compuestos bacteriostaticos que constituyen una fuente de
estrés bidtico para estos microorganismos (Kumar and Verma, 2018). Por este
motivo es esperable que diferentes chaperonas y proteinas vinculadas al estrés
varien su expresion durante los primeros pasos de la interacciéon simbiética. La
proteina de unién al ADN en fase estacionaria (Dps) pertenece a la superfamilia de
las ferritinas, oxidando el hierro de Fe (II) a Fe (III). Dps forma parte de un sistema
de defensa que protege al ADN contra el dafio oxidativo, luz UV, nucleasas, toxicidad
por hierro y cobre, entre otros (Chiancone and Ceci, 2010; Karas et al., 2015). Segin
el andlisis realizado, Dps se encuentra sobreexpresada al suplementar el M9 con
luteolina. En este sentido se postula que Cupriavidus sp. UYMMa02A induce la
expresion de Dps en respuesta a la presencia del flavonoide, como forma de
prepararse para al estrés oxidativo que ocurriria durante la interaccion.

La chaperona GroEL forma parte de la superfamilia de las chaperonas, proteinas que
tienen la habilidad de asistir en el plegado, ensamblaje y exportaciéon de otras
proteinas o complejos proteicos (Fischer et al., 1999; Guerreiro et al., 1999). GroEL
forma parte del complejo GroEL/GroES y tiene un tamafo de 60 kDa, GroES es de 10
kDa y se encuentra en menor proporcion. Por esto y por su pequefio tamafio se cree
que la técnica no la pudo detectar. GroEL se ha encontrado sobreexpresada en
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nodulos de cepas de Bradyrhizobium japonicum (Jordan, 1982) y Sinorhizobium
meliloti (Chen et al., 1988). Para comprobar que realmente estaba implicada en esta
simbiosis se realizaron mutaciones knockout. Como resultado se obtuvo que algunas
de las copias que codifican para la proteina GroEL son imprescindibles para la
formacién del complejo nitrogenasa (Da Silva et al, 2017). En bibliografia se
encontré que en presencia de luteolina S. meliloti induce la expresion de dos
proteinas con homologia a GroEL que estarian implicadas en el plegamiento de
proteinas parcialmente plegadas, incluyendo las inducidas por el propio flavonoide
(Chen et al., 2000; Cooper, 2004). En una cepa de Rhizobium etli esta chaperona se
encuentra en los sistemas de secrecidn tipo Il y tipo IV ayudando en el plegado de
proteinas en las regiones acidas. Ademas, se la encontro en el proteoma extracelular
de este rizobio sugiriendo que participa en el proceso de colonizacién de la planta
(Meneses etal., 2010).

Opuesto a lo que se reporta usualmente, en este andlisis se obtuvo que la cepa de
interés tiene la proteina GroEL reprimida luego de estar en contacto con luteolina,
junto con el factor de elongacion Tu, factor que participa en la sintesis de nuevas
proteinas. Este ultimo no llegaba a los valores de significancia minimos exigidos por
el analisis, por lo que fue descartado. Sin embargo, los resultados obtenidos sugieren
que en Cupriavidus sp. UYMMaO02A, estas chaperonas no serian necesarias para el
correcto plegamiento de proteinas inducidas por luteolina.

Analisis protedmico de Cupriavidus UYMMaO2A en co-cultivo con
plantas de M. pudica.

El objetivo de este experimento consisti6 en analizar los primeros pasos de la
interaccion entre Cupriavidus sp. UYMMaO0Z2A y plantulas de M. pudica in vitro. Para
ello, se disefi6 un sistema en que las plantas y las bacterias compartian el medio de
cultivo, pero se encontraban espacialmente separadas por una membrana
semipermeable (Figura 14 C). En este disefio se buscé permitir el intercambio de
sefales entre simbiontes sin que ocurra el contacto directo y la colonizacion. La
puesta a punto del sistema fue desafiante, desde la logistica del experimento, la
seleccion del material e incluso el método de esterilizacion. La manipulacién en si
también fue muy engorrosa, el montaje del sistema en condiciones estériles,
mantener el cultivo gnotobidtico bajo ese contexto y finalmente procesar las
muestras sin alterar la esterilidad fue muy complejo. El mejor escenario que se logré
tuvo un evento inesperado, al concluir el experimento la cepa de interés se encontré
de ambos lados de la membrana.

Una vez realizado el experimento de 2D-DIGE y recolectadas las imagenes se
observaron 674 spots, una cifra significativamente mayor que los experimentos
anteriores. Esto puede deberse a que en los otros ensayos las fuentes de C y N tan
especificas simplificaran las rutas metabdlicas utilizadas por la bacteria. En cambio,
los exudados radiculares de M. pudica contienen una diversidad de azucares,
aminodcidos, dcidos organicos y polialcoholes (Klonowska et al., 2018) que pueden
reorganizar el metabolismo y fisiologia bacteriana, ajustando sus funciones
celulares. Finalmente, de los 37 spots que mostraron expresion diferencial, 17
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proteinas fueron las que se lograron identificar una vez realizado todo el
procesamiento y analisis de los datos.

En este experimento, se esperaba que en los primeros pasos de la interaccion,
Cupriavidus sp. UYMMa0Z2A sea capaz de captar y metabolizar los compuestos
exudados por la planta ya sea como fuente nutricional o como sefiales. Dentro del
metabolismo de C, se observaron diferencias de expresion de la enzima aspartato-
4-decarboxilasa, que ya fuera encontrada sobreexpresada frente a flavonoides
(seccion 4.7.2). Sin embargo, en presencia de la planta, su expresion esta disminuida,
lo cual se podria explicar porque los exudados del hospedero contienen alanina y
acido aspartico (Klonowska et al., 2018), siendo estos compuestos los responsables
de inhibir la expresién de esta enzima.

En presencia de flavonoides se observé que la luteolina aumentaba la expresion de
ALDH, enzima participante en la biosintesis de glicerolipidos junto con la alcohol
deshidrogenasa (ADH) NAD dependiente (E.C. 1.1.1.1). En este experimento se
encontro que los niveles de expresion de la enzima alcohol deshidrogenasa quinona
dependiente (EC 1.1.99.8) son menores en condiciones de co-cultivo que cuando la
bacteria crece sola. Posiblemente, lo que esté ocurriendo es que Cupriavidus sp.
UYMMaO0Z2A esté utilizando una via alternativa para la sintesis de glicerolipidos, por
ejemplo, la que contiene a ADH-NAD dependiente (ADH de uso mas frecuente),
aunque no fue detectado por este andlisis. Dos proteinas mas implicadas en el
metabolismo de acidos grasos se encontraron sobreexpresadas en este anadlisis,
enoyl-CoA hidratasa (ECH) y enoyl-ACP reductasa, si bien la ultima no cumple con
las exigencias estadisticas en cuanto a la tasa de cambio (Tabla 14), se consider6
interesante agregarla para enriquecer el analisis. La enzima ECH también se
encontr6 sobreexpresada en presencia de apigenina (secciéon 4.7.2) mientras que
Klonowska y colaboradores encontraron a la enzima enoyl-ACP reductasa
sobreexpresada en cepas de R. leguminosarum y B. phymatum en presencia de
exudados radiculares de M. pudica (Klonowska et al, 2018). Ambas enzimas
participan en la lipogénesis y su aumento en la expresion puede estar relacionado a
un cambio en el perfil lipidico de la bacteria, necesario para la interaccién con la
planta tal como se mencioné en la seccion 4.7.2.

Dentro de las cinco grandes superfamilias de transportadores descritos en
procariotas, en este trabajo, se identificaron dos con expresiéon aumentada durante
la interaccion. Por un lado, de la familia de transportadores ABC, se observé la
sobreexpresion del transportador ABC para xilosa. La xilosa esta presente en los
exudados radiculares de M. pudica (Klonowska et al., 2018), y datos obtenidos por
nuestro grupo de trabajo indican que Cupriavidus sp. UYMMaO02A es capaz de crecer
utilizando xilosa como fuente de C (Sandes y Garabato en preparacién, (Garabato,
2018)), por lo que este resultado indicaria que la cepa activa este trasportador para
poder usar la xilosa liberada por la planta como fuente de C. Por otro lado, se
encontr6 sobreexpresado un transportador de metales pesados (cobalto, zinc y
cadmio; HME-RND) especifico de bacterias Gram negativas perteneciente a la
familia de transportadores RND (resistance-nodulation-division). Este tipo de
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transportadores forma parte de un complejo tripartita que se expande a través de
las dos membranas bacterianas (Blanco et al., 2016). Von Rozycki y colaboradores
compararon los genomas de siete especies de [-proteobacterias distintas y
encontraron que todas presentan los genes que codifican para estos
transportadores, siendo C. metallidurans la que posee mayor namero de copias (von
Rozycki and Nies, 2009). Se ha reportado que las bombas de eflujo RND intervienen
en la resistencia a compuestos téxicos, en la especificidad de hospedero y en el
trafico de senales inter-especie. Los exudados vegetales contienen varios
compuestos con efecto antibacterial y se ha postulado que las bombas de eflujo del
tipo RND son requeridas en los primeros pasos de la colonizacién para sobrevivir
en el tejido vegetal (Alvarez-Ortega et al,, 2013). Mutantes knockout en la bomba de
eflujo RmrAB en Rhizobium etli forman menos nddulos en su hospedero que la cepa
salvaje. A su vez, la bomba de efluyjo SmeAB juega un rol importante en la
competitividad de nodulaciéon en S. meliloti. Todos los trabajos mencionados
concuerdan en que la habilidad para lidiar con compuestos tdéxicos es una
caracteristica clave para sobrevivir en la rizésfera y la colonizacién radicular
(Blanco et al., 2016). Por lo tanto, de acuerdo a lo observado, se infiere que la bomba
de eflujo RND de Cupriavidus sp. UYMMa02A tendria un papel importante en la
interacciéon Cupriavidus-Mimosa.

Una de las proteinas con mayor tasa de cambio es la acetoin oxidorreductasa (E1),
enzima que forma parte del complejo enzimdatico acetoin deshidrogenasa, que
cuenta con tres enzimas participantes: dihidrolipoamida acetiltransferasa (E2),
dihidrolipoil deshidrogenasa (E3) y la proteina identificada en este analisis con su
expresion aumentada. Este complejo enzimatico cataliza la formacion de acetoina,
también conocida como 3-hidroxibutanona, a partir de diacetilo y participa en la
posterior formacion de 2,3-butanodiol. Ambas moléculas son compuestos organicos
volatiles producidos por la mayoria de las especies dentro de las Proteobacterias en
condiciones limitantes de oxigeno (Bruijn, 2015). Se ha reportado que estos
compuestos son capaces de inducir la resistencia sistémica inducida de la planta y
ademas estan implicados en el desarrollo radicular, por lo que son considerados
compuestos involucrados en la promocidn de crecimiento vegetal (Gutiérrez-Luna
etal, 2010; Ryu et al., 2003). Se podria especular que la expresién aumentada de E1
indica que esta ruta metabdlica se encuentre sobreexpresada en Cupriavidus sp.
UYMMa02A en presencia de la planta. En este caso podriamos postular que en
presencia de su par hospedero, Cupriavidus sp. UYMMa02A activa mecanismos de
promocion del crecimiento vegetal, en particular una estimulacién del desarrollo
radicular aumentaria la superficie de interaccién y la oportunidad de colonizacién
por el simbionte microbiano.

Por otro lado, segin la base de datos del NCBI, el complejo enzimatico acetoin
deshidrogenasa es homoélogo al complejo piruvato deshidrogenasa (PDH). Este
complejo enzimatico cataliza la formacion de acetil-CoA y COz a partir de piruvato.
En este caso, la sobreexpresion de PDH estaria reflejando la necesidad de la bacteria
de producir acetil-CoA, intermediario que participa en la sintesis de lisina, acidos
grasos y PHB (polimero de reserva de C que se acumula como granulos
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intracelulares en respuesta al estrés ambiental o desbalances nutricionales (Cooper
etal, 2018; Nikel et al., 2006))(Cooper et al., 2018). Este resultado concuerda con lo
observado en presencia de flavonoides, en donde la lipogénesis se encontré
estimulada, reflejando posiblemente las modificaciones en el perfil lipidico de la
bacteria que son necesarias para la interacciéon con la planta. Estos resultados
sugieren que ademas de los cambios observados en el metabolismo de aa, la
lipogénesis, implicada tanto en la modificaciéon de la membrana bacteriana como en
la sintesis de los Factores Nod, seria una de las principales vias metabdlicas
afectadas durante los primeros pasos de la interaccidn simbidtica.

Las proteinas de membrana estan implicadas en varias funciones importantes tales
como el transporte de metabolitos hacia el interior y exterior celular, la interaccién
célula-célula y la adhesidn a superficies. En las condiciones de co-cultivo estudiadas
se observd que una proteina de membrana del tipo porina se encontraba
sobreexpresada. Las porinas actian como tamices moleculares, que permiten la
difusién de solutos a través de la membrana externa (Olsson-Francis et al., 2010). Al
investigar su contexto gendémico, se encontré que el gen que codifica para esta
porina se localiza junto al operén tatABC que codifica para el complejo proteico de
translocacion de la arginina gemela (Tat, de sus siglas en inglés). El sistema Tat tiene
la funcionalidad de exportar las proteinas hacia el periplasma y luego la
translocacion a través de la membrana externa se da por los sistemas de secrecién
convencionales, los que por su parte también exportan proteinas, pero en un solo
paso (Nuiiez et al., 2012; Tseng et al., 2009). Por lo tanto, se podria especular que
durante el co-cultivo con Mimosa pudica, Cupriavidus sp. UYMMa02A expresa una
ruta de exportacion de proteinas que estaria implicada en la interacciéon planta-
bacteria. Las proteinas secretadas juegan un rol importante en la comunicacién
entre planta y microorganismo, en particular algunas actian aumentando la
nodulacion o disminuyéndola debido al reconocimiento del sistema de defensa de la
planta (Nelson and Sadowsky, 2015). En S. meliloti se encontraron tres proteinas de
membrana externa tipo porina expresadas tanto en bacterias en vida libre como
dentro de los nddulos, su funciéon es desconocida pero los investigadores sugieren
que juegan un rol importante en la supervivencia bacteriana (Djordjevic, 2004).

El censado y transduccion de sefiales es fundamental para la adaptacidn bacteriana
a cambios ambientales. En esta seccion se analizan las proteinas implicadas en esta
categoria junto con proteinas tipo chaperonas y algunas particularmente
relacionadas al estrés. La proteina nucleasa disfosfato quinasa (Ndk) es una enzima
muy conservada presente en eucariotas y procariotas. Su funcion principal es el
mantenimiento de los niveles de nucledsidos trifosfato, transferiendo
reversiblemente un fosfato de NTPs a NDPs. Ademads, Ndk tiene un rol en la
fosforilacion de proteinas, la regulacion de la transcripcion de genes, la reparacion
del ADN vy varios estudios han reportado su implicancia en la regulaciéon de la
virulencia bacteriana ya que regula la activacion de sistemas de secrecion tipo tres
(TSS3) y lamodulacién positiva del quorum sensing en P. aeruginosa. Ademas, regula
la respuesta adaptativa bacteriana, suprimiendo mecanismo de respuesta del
huésped tales como la generacion de ROS, entre otras (Yu et al., 2017). Esta enzima
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ha sido muy estudiada en bacterias patdgenas, pero no se conoce su funcién en
bacterias promotoras del crecimiento vegetal. El hecho de encontrar a la proteina
Ndk de Cupriavidus sp. UYMMa02A sobreexpresada durante el ensayo de co-cultivo,
sugiere que esta proteina podria estar implicada también en interacciones
mutualistas. Los resultados obtenidos no permiten discernir cual seria su rol en la
interaccién planta-bacteria, pero seria muy interesante profundizar en el estudio de
su funcién en este sistema. En este sentido se sabe que los T3SS desempeiian un
papel importante en las interacciones simbioticas entre rizobios y leguminosas
(Masson-Boivin and Sachs, 2018; Okazaki et al., 2013), en particular en Cupriavidus
se ha visto que este sistema de secrecion es importante en la seleccion del hospedero
(Saad et al,, 2012). Por otro lado, la modulacion de la respuesta del hospedero a la
infeccién microbiana es fundamental en el control de la nodulaciéon. Las ROS tienen
un rol importante durante los pasos de colonizacidn, formacién del hilo de infeccién
y desarrollo del nédulo por lo que determinar el rol de Ndk de Cupriavidus sp.
UYMMaO02A en la interaccion resultaria muy interesante.

La proteina RidA es una proteina que pertenece a la superfamilia Rid
(YER057c/UK114), un grupo de proteinas de tamafio pequefio que se divide en ocho
subfamilias segin analisis bioinformaticos. De las subfamilias Ridl a 7 se
encuentran en procariotas y a menudo los genomas bacterianos codifican para
multiples miembros de esta superfamilia (Miiller et al., 2014; Niehaus et al., 2015).
Su funcién es muy diversa, dependiendo en que organismo se encuentre. Por
ejemplo, en E. coli RidA actda como chaperona que protege a la bacteria contra el
estrés frente a la exposicion al cloro (HOCL) (Miiller et al., 2014; Voth and Jakob,
2017). En Salmonella entérica se describe a RidA como una enamina/imina
desaminasa jugando un rol crucial en la sintesis de aminoacidos de cadena larga, y
participa en la sintesis de piruvato como se muestra en la Figura 27. Cepas mutantes
knockout en el gen ridA acumulan al intermediario enamina/imina e inactivan
enzimas dependientes de piridoxal 5fosfato (Hodge-Hanson and Downs, 2017). En
las condiciones ensayadas, la proteina RidA de Cupriavidus sp. UYMMaO02A se
encontr6 sobreexpresada en presencia de la planta, por lo que se puede especular
que su rol podria estar involucrado en su funciéon como chaperona o indirectamente
en la sintesis de ad de cadena ramificada, compuestos relevantes en la interaccion
planta-microorganismo como se menciona anteriormente. En relacién con la posible
actividad de RidA como chaperona, en este ensayo, al igual que como fue observado
en presencia de flavonoides, se encontré una disminucién en la expresion de la
chaperona GroEL. Conjuntamente, se observé un aumento en la expresion de otra
proteina con actividad tipo chaperona durante la interaccién Cupriavidus - Mimosa;
la peptidilprolil-isomerasa B (PpiB). Esta enzima cataliza la cis-trans isomeracion
del enlace imino de la prolina. Muchos procesos bioldgicos a nivel molecular
implican transiciones moleculares reguladas por interacciones proteina-proteina.
La prolil-isomerizacién es una de ellas, y es importante en el plegado y maduracion
de proteinas. Sin embargo, se observo que cuando se elimina o se interrumpe el
dominio Ppiasa de PpiB, la enzima actiia como chaperona o componente accesorio
en regulacion a nivel transcripcional y transduccional (Skagia et al., 2017, 2016). En
este trabajo se observd que Cupriavidus sp. UYMMa02A aumenta su expresion
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durante la interaccion con la planta, por lo que se podria postular que posiblemente
PpiB y/o RidA estén cumpliendo una funcién de chaperona complementando o
sustituyendo la funcién de otras chaperonas como GroEL.
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serine 2-aminoacrylate iminopropionate pyruvate

Branched chain amino acid transaminase (TIvE)
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Serine hydroxymethyltransferase (GlyA)

¥
growth defects

Figura 27. Participacién de RidA en la sintesis de piruvato. Esquema de la ruta metabdlica de la
produccion de piruvato a partir de serina en S. entérica (Tomado de Hodge-Hanson 2017).

Durante los primeros pasos en la interaccion, la planta es capaz de producir especies
reactivas del oxigeno tanto en respuesta a la percepcidn de potenciales patogenos
como durante las interacciones benéficas. Las ROS producen dafio a fosfolipidos,
acidos nucleicos y proteinas, entre otras moléculas bacterianas. Por su lado las
bacterias responden al estrés oxidativos con enzimas como alquil-hidroperéxido
reductasa C (AhpC), proteina de estrés universal (UspA), proteina serin-quinasa
(PkrA), entre otras. Todas estas proteinas se encontraron sobreexpresadas en
condiciones de co-cultivo y estan involucradas en la homeostasis celular y respuesta
a estrés redox. Incluso, las dos primeras comparten contexto genémico por lo que
se podria especular que actian en conjunto. Mientras que las dos ultimas se
identificaron cada una en dos spots, aunque las UspA presentan diferente secuencia
aminoacidica, lo cual sugiere que son dos proteinas distintas pertenecientes a una
misma familia. AhpC es la subunidad catalitica de una peroxirredoxina que responde
ante un amplio rango de sustratos (H202, peréxidos organicos, peroxinitrito, entre
otros) (Wang et al.,, 2013). La sobreexpresion de esta enzima también se observé en
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B. phymatum en presencia de exudados radiculares de M. pudica (Klonowska et al.,
2018) y en B. phytofirmans cuando es inoculada en plantas de papa estresadas por
falta de agua (Sheibani-Tezerji et al., 2015). Con respecto a UspA, en distintos
estudios transcriptomicos se encontraron inducidos, en los primeros pasos de la
interaccién planta-microorganismo, genes que codifican para esta familia de
proteinas en alfa (Ramachandran et al., 2011) y -rizobios (Klonowska et al., 2018),
resaltando su importancia en las interacciones simbioticas. Por otra parte, PrkA es
una proteina del tipo serina/treonina quinasa muy conservada y ampliamente
distribuida en bacterias y archeas. En rizobios, hay multiples quinasas que estan
involucradas en la nodulacién. Especificamente su participacién en diversas
cascadas de fosforilaciones son cruciales tanto para la infecciéon del rizobio, como
para la formacidén y desarrollo del nédulo (Zhang et al., 2019). Si bien también esta
relacionada con el estrés, Liu y colaboradores reportaron que la habilidad de
sobrevivir de Mesorhizobium alhagi frente a estreses abidticos aumenta al eliminar
el gen prkA. Incluso un aumento en su expresion vuelve a M. alhagi méas vulnerable
a altas concentraciones de salinidad (Liu and Murray, 2016). A su vez se report6 que
en una cepa de P. aeruginosa prkA esta implicada en el ensamblaje, activaciéon y en
la regulacidn postraduccional del sistema de secrecion tipo VI, sistema que tiene la
capacidad de excretar proteinas directamente al citoplasma de las células huésped
y que se ha visto en los a-rizobios Mesorhizobium loti y Rhizobium leguminosarum
(Tseng et al., 2009). De acuerdo con esta informacién podemos concluir que los
sistemas de respuesta a especies reactivas a de oxigeno y mecanismos de respuestas
generales a estrés son importantes en la interaccion Cupriavidus-Mimosa.

En este ensayo la bacteria se mantuvo durante cinco dias en co-cultivo, dependiendo
en todo momento de los nutrientes y sefiales secretados por la planta, por lo que es
posible que el propio sistema provoque estrés nutricional en la bacteria. Aun asi la
expresion aumentada de estas proteinas frente al grupo control (que también fue
incubado cinco dias, pero en un medio suplementado con dosis minimas de
nitrogeno y carbono) sugiere la participacién de estas vias metabodlicas en la
interaccién Cupriavidus-Mimosa.

Es importante también resaltar la implicancia de la logistica y la puesta a punto de
los experimentos. Los ensayos in vitro buscan simplificar la realidad de los sistemas
y limitar la influencia de factores externos, pero a su vez generan ambientes
artificiales que pueden influir en los resultados tales como el estrés que le ocasiona
al par hospedero estar en un medio acuoso en el que no ocurre naturalmente la
simbiosis, o el exceso de oxigeno a causa de la agitacion en los cultivos liquidos.

Utilizacion de herramientas moleculares para la generacién de cepas
mutantes de Cupriavidus sp. UYMMa02A

Una vez concluidos los estudios proteémicos se cuenta con una lista de proteinas
cuya funciéon exacta en este modelo de estudio es desconocida. Para intentar
profundizar en la funcién e importancia de algunas de estas proteinas se decidi6
construir mutantes puntuales en genes seleccionados. Para esto se puso a punto un
sistema de mutagénesis dirigida en la cepa de interés a partir del método que
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desarrollaron Martinez-Garcia & de Lorenzo (Martinez-Garcia, E & de Lorenzo,
2012). Como ya se menciono en la introduccidn, este método tiene como ventajas: i)
utilizar la recombinacién y reparacion del ADN y no dejar marcas en el genoma
modificado; ii) y que fue desarrollado en bacterias Gram negativas ambientales,
especificamente para el género Pseudomonas. De todos modos, en este trabajo fue
necesario poner a punto esta metodologia para Cupriavidus, tarea que resulté menos
sencilla de lo originalmente previsto.

En base a los resultados obtenidos por protedmica, se seleccionaron dos genes para
la construcion de mutantes; por un lado, se selecciond el gen prkA, el cual codifica
para una Protein-quinasa de serinas/treoninas, proteina que se encontrd
sobreexpresada en condiciones de co-cultivo. La fosforilaciéon de proteinas es una
estrategia de modificacion postraduccional ampliamente utilizada en los seres vivos
para la regulacién de diversos procesos biolégicos. Se ha demostrado que
homdlogos a esta proteina en particular, participan en cascadas de fosforilaciones
que regulan procesos como la infecciéon del rizobio, la formacién y el desarrollo del
nodulo (Zhang et al., 2019). Por lo tanto, profundizar en la funcionalidad de esta
proteina quizas permita una mayor comprension sobre la fina regulacién que ocurre
en el establecimiento de la simbiosis entre Cupriavidus sp. UYMMa02A y su
leguminosa hospedera. Complementariamente se seleccioné al gen nodD, gen que
codifica para el regulador transcripcional NodD, proteina que en la mayoria de los
rizobios estd implicada en el reconocimiento de los flavonoides especificos
provenientes de los exudados radiculares de leguminosas hospederas y regula la
expresion de otros genes implicados en la nodulacion tales como los genes nod, nol
y noe (Lindstrém and Mousavi, 2019).

En lo que respecta a la construcciéon de la cepa mutante en el gen prk4, se
presentaron algunas dificultades en el procedimiento. El primer paso fue la
integracion del plasmido al genoma de Cupriavidus sp. UYMMa0Z2A, lo cual se
evidencia por la amplificacion de dos fragmentos utilizando los cebadores TS1F y
TS2R; un fragmento de 548 pb, correspondiente al fragmento TS1-TS2 clonado en
el plasmido y un producto de 2448 pb correspondiente el fragmento TS1-prkA-TS2
presente en el genoma de la cepa salvaje. Sin embargo, ain cuando se ajustaron las
condiciones de la reaccion de PCR, no fue posible obtener los dos fragmentos en una
Unica reaccion. Es posible que esto haya sucedido debido a una preferencia de la
polimerasa de amplificar el producto de menor tamaifio. Para poder comprobar que
se contaba efectivamente con el co-integrado, se utilizaron cebadores alternativos
(Tabla 6) que permitieron amplificar por un lado al gen prkA salvaje y por otros
fragmentos hibridos entre este gen y el fragmento TS1-TS2 co-integrado (datos no
mostrados). Una vez demostrada la correcta co-integracion del plasmido pLSAprkA
en el genoma de Cupriavidus sp. UYMMa02A, se pudo continuar con el
procedimiento. El siguiente paso consistié en introducir un plasmido con el gen de
la nucleasa I-Scel, necesaria para la resoluciéon del co-integrado, lo cual fue otro
punto de inflexion que tuvo la construccidn de esta mutante. Fue necesario explorar
el uso de 4 plasmidos distintos para lograr la induccion de la resolucion del co-
integrado. De acuerdo con Martinez-Garcia & de Lorenzo, una vez que ocurre dicha
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resolucion, se pierde el plamido y consecuentemente el marcador de resistencia a
antibiotico, por lo que las colonias resultantes vuelven a ser sensibles a la
kanamicina. En un contexto neutro, se espera que de las colonias Km-sensibles, una
mitad corresponde a una reversion hacia el genotipo salvaje y la otra mitad
corresponderia a la mutante (Martinez-Garcia, E & de Lorenzo, 2012). En cambio,
cuando se logré inducir la resolucion del cointegrado en la cepa
UYMMaO02A:pLSAprkaA, el 100% de las colonias Km sensibles analizadas mostraron
un genotipo salvaje. Esto indicaria una presion selectiva hacia la cepa salvaje, por lo
que se puede especular que la expresion de esta proteina es de vital relevancia para
Cupriavidus sp. UYMMa02A y que su ausencia, al elminar el gen que la codifica, no
permite la supervivencia de la célula. También es posible que el porcentaje de
colonias que se resuelvan a mutantes sea muy bajo para este gen y que sea necesario
analizar un mayor nimero de colonias Km sensibles para lograr identificar una con
el genotipo esperado para la cepa mutante, a pesar de haber analizado 300 colonias
aproximadamente.

Contrariamente a lo ocurrido con el gen prkA, la construccién de la cepa mutante
Cupriavidus sp. UYMMa02AAnodD fue mas fluida, seguramente se deba al tamafio
del gen blanco. El gen nodD (887 pb) cuenta con 1000 pb menos aproximadamente
que el gen prkA (1900 pb), esto hace que su manipulacién genética sea mas sencilla
y es algo que se debe tener presente para futuras construcciones. Se logré de manera
satisfactoria, poner a punto una técnica para obtener mutantes “sin cicatrices”.
Como se menciond en la introduccion (secciéon x) muchas son las teorias con
respecto al origen de los genes nod y ninguna ha sido confirmada, pero si los genes
de nodulacion de Cupriavidus llegaron por THG, se puede especular que la
nodulaciéon es una funcién accesoria, no es vital para la célula, por lo que la
eliminacién del gen nodD puede ocurrir sin comprometer la viabilidad de
Cupriavidus sp. UYMMa02A.

Para evaluar el fenotipo de la cepa mutante Cupriavidus sp. UYMMa02AAnodD, la
misma fue inoculada en plantas de M. pudica. La hipétesis de partida fue que si la
proteina NodD actuara como regulador transcripcional de los genes nod en esta
cepa, tal como ocurre en muchos rizobios, una mutacion en el gen que la codifica
afectaria la expresion del operén nod. Esto a su vez provocaria que la cepa fuera
incapaz de sintetizar factores Nod y por ende, defectuosa en la nodulacién. En
cambio, los resultados obtenidos mostraron que Cupriavidus sp. UYMMa02AAnodD
fue capaz de formar nodulos efectivos en las raices de M. pudica, sugiriendo la
existencia de estrategias alternativas al regulador para llevar a cabo la nodulacién.
Entre las posibles estrategias empleadas por la cepa modelo se encuentran: (i) la
formacion del nédulo ocurre independientemente de los Factores Nod; esto fue
descrito hace aproximadamente una década en rizobios pertenecientes al género
Bradyrhizobium, y existen a su vez, dos variantes. Una ocurre en la interaccién entre
B. elkani y Glycine max (soja) donde la bacteria utiliza el sistema de secrecion tipo
tres (T3SS, usualmente conocido como un introductor de factores de virulencia en
animales y plantas) para propoésitos simbidticos, brevemente, los flavonoides
inducen la expresiéon de T3SS y la sintesis de proteinas efectoras capaces de activar
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los componentes de la ruta comun de sefializaciéon simbidtica y finalmente formar
nodulos no/poco eficientes (Masson-Boivin and Sachs, 2018; Okazaki et al., 2013).
El otro camino, si bien no se ha dilucidado enteramente el mecanismo de accion,
consiste en que las bacterias de Bradyrhizobium ORS278 penetran en plantas de
Aeschynomene evenia, en las grietas que surgen cuando se da la emergencia de las
raices laterales. Se produce una muerte celular subepidérmica en la raiz que
promueve la propagaciéon de las bacterias y la posterior infecciéon de las células
corticales por endocitosis, desencadenando en la divisiéon celular y posterior
desarrollo del nédulo funcional (Gully et al., 2018; Tang and Capela, 2020); (ii)
Existen otros mecanismos para la activacion de los genes implicados en la sintesis
de los factores Nod. Gottfrent y colaboradores hallaron un regulador de dos
componentes denominado NodVW en B. diazoefficiens. NodV es un sensor de
membrana que responde a las sefiales de la planta y NodW regula los genes
implicados en la nodulaciéon mediante fosforilaciones (Gottfert et al., 1990; Loh et
al,, 1997).

Segun la bibliografia y los resultados obtenidos, se podria concluir que la cepa
Cupriavidus sp. UYMMaO0Z2A podria nodular plantas de M. pudica sin utilizar como
intermediario a la proteina NodD, ya sea implementando otro regulador o un
mecanismo independiente de los Factores Nod. En este sentido, cabe destacar que
el genoma de UYMMaOZ2A cuenta con genes que codifican para T3SS y para el
sistema NodVW que podrian estar actuando como mecanismos alternativos en la
nodulacién.
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7.CONCLUSIONES

En este trabajo se logrd, por un lado, la puesta a punto de técnicas de extraccion de
proteinas, electroforesis en gel y 2D-DIGE para Cupriavidus sp. UYMMa02A,
generando la posibilidad de adaptar estas metodologias a futuros estudios en otros
modelos de interés pertenecientes al mismo género. En cuanto a la variacién de la
disponibilidad de nitrégeno, Cupriavidus sp. UYMMa02A presentd diferencias
principalmente en el metabolismo de aminoacidos, modulando la presencia de
aspartato y 2-0G, dos reguladores del metabolismo central de un amplio rango de
microorganismos. Mientras que los flavonoides luteolina y apigenina generan
cambios muy similares en el proteoma de Cupriavidus sp. UYMMa02A, el cual se
adapta para el transporte y metabolismo de nutrientes; en co-cultivo con plantulas
de Mimosa pudica, la cepa modelo adapta su metabolismo de nutrientes y
transporte, y modula diferentes proteinas relacionadas al estrés y la interaccion
como consecuencia de la presencia de su hospedero.

Por otro lado, se obtuvo la construccion de la mutante Cupriavidus sp.
UYMMa02AAnodD, la cual present6 un fenotipo inesperado al nodular de manera
efectiva plantas de M. pudica, indicando que la cepa no utiliza la proteina NodD como
intermediario. En lo que respecta al gen prkA, no fue posible su eliminacién del
genoma de Cupriavidus sp. UYMMa02A.
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8. PERSPECTIVAS

Con respecto a los estudios de protedmica, es necesario validar los resultados
obtenidos de expresidn diferencial de las proteinas identificadas. Para esto se podria
continuar con la construcciéon de cepas mutantes por deleciéon de un gen que se
realizé en la segunda parte de este trabajo o cepas mutantes que contengan un gen
reportero asociado al promotor del gen de interés. También se podria utilizar la
técnica qPCR y cuantificar la expresiéon mediante transcriptos. Se ensayarian las
mismas condiciones que en el presente trabajo para su comparacion.
Adicionalmente, se podria observar el comportamiento de Cupriavidus sp.
UYMMaO02A frente a nuevas variables como: exudados radiculares, en condiciones
de co-cultivo ya adheridas alaraiz o en el n6dulo. A modo de complemento se podria
cuantificar y analizar el perfil de metabolitos/sefiales secretadas por las raices hacia
la rizésfera durante el didlogo molecular planta - bacteria, utilizando cromatografia
liquida o gaseosa acoplada a MS (LC-MS/GC-MS).

La ciencia y tecnologia ha avanzado en los estudios de proteinas incorporando
nuevas metodologias como secuenciacion masiva de proteinas o shotgun proteomic.
Esta técnica tiene la ventaja de requerir bajas cantidades de material de partida y
una alta sensibilidad, ademdas no es necesaria la separacién previa de proteinas
mediante electroforesis en gel (Carvalho etal., 2016; Eng et al., 1994; Liu et al,, 2004;
Lundgren H. et al., 2010). Por ejemplo, se podria utilizar shotgun complementado
con nano LC-MS, un método de ultima generacién independiente de gel. Es una
técnica que da mayor robustez al estudio por la masividad de datos que arroja. Cabe
destacar que esta protedmica de alto rendimiento y otras técnicas de secuenciacion
masiva como RNA-seq y ribosome profiling se estan llevando a cabo por otros
compafieros del grupo de trabajo en marco de sus proyectos de posgrado. Sin
embargo, al momento de realizar este trabajo, algunas de estas tecnologia atin no se
encontraba disponible en nuestro pais.

En cuanto al intento de eliminar el gen prkA, es necesario optimizar la metodologia
para este gen en particular y genes de mayor tamafo en general. Una alternativa
seria utilizar otro método de mutagénesis dirigida o incorporar un gen reportero
para conocer su funcion o al menos su implicancia en la interaccion planta - bacteria
y en la nodulaciéon. En cuanto al trabajo futuro en relacién a Cupriavidus sp.
UYMMa02AAnodD seria interesante realizar una caracterizacién mas profunda de
la cepa mutante, estudiar los genes nod e intentar dilucidar cual es el mecanismo de
regulacion implicado en la nodulacion.

Finalmente, destacar una vez mas el escaso conocimiento que hay sobre 3-rizobios,
en comparacion a los a; de hecho, un gran porcentaje de la bibliografia que soporta
este trabajo son estudios en a-proteobacterias. Por esta razon, los datos generados
en este trabajo contribuyen a incrementar el conocimiento sobre este clado de
rizobios, particularmente sobre el género Cupriavidus, y sobre los mecanismos
implicados en las interacciones benéficas entre los microorganismos simbidticos
presentes en los suelos de nuestro territorio y su género hospedero.
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9.ANEXO

9.1. Medios de cultivo, geles y soluciones

9.1.1. Medio de cultivo para bacterias

9.1.1.1. Triptona - extracto de levaduras (TY)

Componente Cantidad (1L)
Triptona 50g
Extracto de levadura 30g
CaCl; 0,68¢g

H20 c.s. p. 1 litro

9.1.1.2. Luria - Bertani (LB)

Componente Cantidad (1L)
Triptona 100 g
Extracto de levadura 50g
NaCl 50g

H20 c.s. p. 1 litro

9.1.1.3. Medio minimo M9

Componente Cantidad (1L)
Sales M9 5x * 200 mL
MgS0, 1M 2 mL
Solucién 20 % (p/v) de la fuente C 20 mL
CaCl; 1M 0,1 mL
H0 c. s. p. 1 litro

Sales 5x *

Na;HPO0..7H-0 64g
KH2PO4 15g
NaCl 2,58
NH,4CI 50g

H0 c.s. p. 1 litro




9.1.2. Medio de cultivo para plantas

9.1.2.1. Medio Howieson (Howieson et al., 1993)

Componente Cantidad (1L)
K2S04 1,74 g
KH>PO4 027g
CaS0. 1,36¢g
MgS04.7H20 049¢g
FeSO,4 0,06g

Sol. de micronutrientes* 10,0 mL

H0 c. s. p. 1 litro
Sol. de micronutrientes*

H3BOs 1,85g
Na;Mo004.2H;0 0,07g
ZnS04.7H;0 2,87 g
MHSO4.H20 0,17 g
CuS04.5H,0 0,50¢g
CoCl; 0,24 g

H0 c. s. p. 1 litro

9.1.3. Soluciones

9.1.3.1.PBS
Componente Cantidad (1L)
NaCl 8g
KCl 02¢g
Na;HPO, 144 g
KH;PO4 0,24 g

H,0 c.s. p. 1 litro

9.1.3.2. Solucion de Bradford

Disolver 100 mg de Azul Comassie G-250 en 50 mL de EtOH 95 %. A continuacion,
agregar 100 mL de H3PO4 85 % y agua destilada hasta 200 mL. Filtrar la solucién 4-5

veces.
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9.1.4. Geles

9.1.4.1. Gel concentrador 5 %

Componente Cantidad para un gel
Agua desionizada 2,1 mL
Acrilamida - Bisacrilamida 30% (p/v) 0,5 mL

Tris - HCI 1 M (pH 6,8) 0,38 mL

SDS 10 % (p/v) 0,03 mL
Persulfato de amonio 10 % (p/v) 0,03 mL
TEMED 0,003 mL

9.1.4.2. Gel separador 12 %

Componente Cantidad para un gel
Agua desionizada 1,6 mL
Acrilamida - Bisacrilamida 30% (p/v) 2,0 mL

Tris - HCI 1,5 M (pH 8,8) 1,3 mL

SDS 10 % (p/v) 0,05 mL
Persulfato de amonio 10 % (p/v) 0,05 mL
TEMED 0,002 mL
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