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RESUMEN

Los enddfitos son bacterias que durante parte o todo su ciclo de vida, invaden los
tejidos de plantas vivas sin provocar sintomas de enfermedad. Estos son de gran
interés por su potencial aplicacidn biotecnoldgica en los sistemas agricolas, debido a su
capacidad de promover el crecimiento vegetal. La interaccion de las bacterias
enddfitas con las plantas constituye un proceso dindmico que depende de un
ambiente adecuado y de factores genéticos. Si bien se conocen varias caracteristicas
bacterianas involucradas en las distintas etapas de la interaccién, poco se conoce de
las bases moleculares imperantes en la misma. En este sentido se hace necesario
entender el proceso de sefializacidon y de regulacidn de la colonizacién, ya que dicho
conocimiento tiene implicancias en el disefio de nuevas estrategias para promover las
interacciones benéficas con las plantas hospederas.

En este trabajo nos basamos en la hipétesis de que las cepas Kosakonia sp. UYSO10 y
Rhizobium sp. UYS024 son endodfitos verdaderos y su proteoma se adapta a la
interaccion con la planta hospedera. Para esto, como objetivo nos planteamos
describir el proceso de interaccién de plantas de cafia de azucar por las cepas UYSO10
y UYS024, e identificar caracteristicas bacterianas posiblemente involucradas.

En una primera instancia se realizé una caracterizacion in vitro e in vivo de las cepas en
estudio. Los resultados mostraron que ambas cepas presentan diferentes
caracteristicas posiblemente involucradas en la interaccion y se los definid como
endéfitos verdaderos.

A continuacién, se estudiaron diferentes pasos de la interaccidon planta-enddfito,
comenzando con el analisis de la respuesta de las cepas a la presencia de exudados de
las raices de plantas de cafia de azlcar, mediante un abordaje protedmico. Los
resultados mostraron que en presencia de exudados las cepas en estudio adaptan su
proteoma con la finalidad de transportar y metabolizar los nutrientes presentes en los
exudados, asi como para su posterior interaccién con la planta.

Posteriormente se analizé la respuesta de la cepa UYSO10 de crecer en co-cultivo con
plantas de cafia de azlcar, mediante un abordaje proteémico. En este caso, los
resultados mostraron que el proteoma de la cepa UYSO10 se adapta para el censado
de diferentes sefiales ambientales y para la interacciéon con la planta hospedera.

Finalmente, se estudié en la cepa UYSO10 el rol de la nitrogenasa en la promocién del
crecimiento de plantas de cafia de azlcar. La misma se realizdé mediante la
construccion y caracterizaciéon de cepas mutantes en los genes nifH y anfH. Los
resultados obtenidos sugieren que los dos tipos de nitrogenasas presentes en esta
cepa son funcionales y necesarias para la promocion del crecimiento de plantas de
cafia de azlcar.






CAPITULO I: INTRODUCCION

1. INTERACCION PLANTA-BACTERIA

Las bacterias fueron los primeros organismos vivos en la tierra. Dentro de los grandes
cambios que provocaron se encuentra la generacidn de una atmosférica rica en
oxigeno que permitié la aparicion de nuevas formas de vida. Durante la aparicién,
adaptacion y evolucién de lo que hoy conocemos como las plantas, formas de vida
existentes como las bacterias, reconocieron y colonizaron estos nuevos individuos
como nuevos habitats. De igual forma, las primeras “plantas” se adaptaron a la vida en
la Tierra conviviendo con las diversas formas de vida que existian. Por ejemplo, hay
evidencia molecular que sugiere que la asociacion de las micorrizas con las algas
verdes fue fundamental en la evolucién de las plantas terrestres hace 700 millones de
anos [1]. Actualmente, la mayoria de las plantas mantienen esta asociacidn, la cual
ayuda a las raices a obtener nutrientes como el fosfato [2].

A lo largo del tiempo, los microorganismos y las plantas han co-evolucionado
formando distintos tipos de interacciones, entre ellas sinérgicas, antagdnicas o neutras
[2,3]. Desde el punto de vista de las plantas una interaccidn sinérgica puede mejorar su
crecimiento, mientras que una relacion deletérea significa una disminucién en el
crecimiento de la planta y el posible desarrollo de una enfermedad. Dentro de las
interacciones sinérgicas mas estudiadas y mejores entendidas se encuentran la
simbiosis rizobio-leguminosa, asi como la que incluye los hongos micorricicos [4]. Es
interesante resaltar que estudios de las vias de comunicacidn en ambas interacciones
planta-microorganismo, han mostrado similitudes en el proceso de reconocimiento y
sefalizacion. En particular, la sefializacién utilizada por rizobios y hongos micorricicos
para invadir las raices de leguminosas se encuentra solapada, sugiriendo la hipdtesis
gue la simbiosis micorricica pudo ser el precursor de la simbiosis leguminosa-rizobio [2,
4]. Por otro lado, la interaccidn planta-patégeno ha sido también muy estudiada,
principalmente debido a las pérdidas econdmicas asociadas a los cultivos enfermos [5,
6].

Actualmente, el microbioma o conjunto de genomas de la comunidad microbiana
asociada a las plantas, se considera una extension del genoma del hospedero [1]. En
los ultimos afios varios trabajos han tenido como objetivo entender cudl es la funcién
ecoldgica de la microbiota o conjunto de microorganismos de una comunidad asociada
a los tejidos de las plantas, debido a que se considera que es un determinante de la



productividad y salud vegetal [7]. En ese sentido, la manipulacién de la microbiota
vegetal tiene el potencial de reducir la incidencia de enfermedades, aumentar la
produccidén agricola, reducir la incorporacidon de quimicos y la emisidon de gases con
efecto invernadero, lo que en su conjunto resulta enel desarrollo y empleo de
practicas agricolas mds sustentables [1]. Si bien, dentro de la microbiota existen
interacciones con la planta bien entendidas, la mayoria de la microbiota y su
contribucién al fenotipo del hospedero no se encuentra bien comprendida [1]. A su
vez, se ha reportado que las plantas y posiblemente su sistema inmune, poseen un rol
clave en determinar la estructura y composicién de la misma [1, 7].

En particular, se pueden clasificar las bacterias que interactian con las plantas segun
su ubicacién, en bacterias en vida libre o asociadas, ya sea como bacterias epifiticas
(bacterias que habitan la rizdsfera y/o fildsfera) o bacterias endofitas que habitan en el
interior de la planta. Dentro de este grupo debemos diferenciar los rizobios y las
bacterias patogenas.

2. INTERACCION LEGUMINOSA-RIZOBIO

La interacciéon entre los rizobios y la familia de las leguminosas es de las mas
estudiadas y mejor entendidas. La misma se inicia mediante un conocido intercambio
de sefiales quimicas entre ambas partes, proceso conocido como “didlogo molecular”
[8]. Dicho didlogo comienza con el censado por parte de los rizobios de los flavonoides
secretados por la raiz, generando un movimiento quimiotactico hacia las raices de las
plantas. En respuesta a los flavonoides, los rizobios secretan los factores Nod [8, 9].
Estos factores son lipoquitooligosacdridos (LCOs), que elicitan en la planta una serie de

respuestas fisioldgicas y de desarrollo, culminando en la organogénesis de un nuevo
6rgano, el nédulo. A su vez, los factores Nod son los principales determinantes de la
especificidad de la interaccién, ya que diferentes rizobios producen LCOs con

diferentes sustituciones [8].

En el proceso de interaccidn, los rizobios se adhieren alos pelos radiculares, los cuales
se enrulan y a través del mismo penetran mediante la invaginacién de la membrana,
formando un hilo de infeccidon. Posteriormente los rizobios ingresan a la planta, se
dividen e invaden las células corticales [10]. En respuesta a la infeccidn, las células
corticales forman el nddulo mencionado, donde las bacterias sufren cambios
morfoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos, diferencidndose en bacteroides, estado en el
cual son capaces de realizar la fijacion bioldgica del N (FBN) [10]. Los bacteroides se
encuentran separados del citoplasma por una Unica membrana de la planta llamada
peribacteroidea, la cual controla el intercambio de nutrientes. De esta forma, la planta



provee a la bacteria con esqueletos carbonados utilizados para crecer y como fuente
de energia, mientras que el N fijado por los rizobios es transportado en la direcciéon
opuesta hacia los tejidos de la planta, quien lo asimila [4].

3. INTERACCION PLANTA-PATOGENO

Para establecerse exitosamente, los patdgenosbacterianos deben colonizar la
superficie vegetal como epifitos, para luego ingresar a la planta a través de aperturas
naturales (ej. estomas o heridas), o alternativamente mediante insectos vectores. Una
vez dentro, deben ser capaces de invadir los tejidos del hospedero y adquirir
nutrientes, desafiando las respuestas de defensa de las plantas [11, 12]. Como primera
respuesta a la colonizacién por patdgenos, la planta reconoce ciertos componentes
bacterianos conocidos como patrones moleculares asociados a patégenos (en inglés:
pathogen-associated molecular patterns o PAMPs). Entre los PAMPs mas conocidos se
encuentran la flagelina, el factor de elongacién EF-Tu, el peptidoglicano, los
lipopolisacaridos (LPS), asi como proteinas de cold shock [3, 12, 13]. La activacion de
este sistema inmune ocurre a través de receptores localizados en la membrana
plasmatica de la planta (en inglés: pattern recognition receptors o PRR), los cuales
inducen una variedad de respuestas defensivas conocidas como inmunidad activada
por PAMPs (en inglés: PAMP triggered inmunity o PTI). El PTI es un programa defensivo
qgue lleva a una reprogramacién transcripcional masiva incluyendo el cierre de los
estomas, la produccion de especies reactivas del oxigeno, el engrosamiento de la
pared celular y la producciéon de compuestos antimicrobianos. Sin embargo, algunos
patégenos suprimen o interfieren exitosamente la respuesta PTI mediante la secrecidn
de diferentes compuestos como efectores, proteasas o toxinas, que facilitan Ila
colonizacién [11]. En este contexto, las plantas también evolucionaron expresando
proteinas receptoras intracelulares especificas (R) que detectan los efectores, e inician
un programa de defensa llamado inmunidad activada por efectores (en inglés: Effector
Trigered Inmunityo ETI). Las proteinas R son generalmente receptores citosdlicos con
union a nucleétido (nucleotide binding site o NBS) y su accion desencadena diferentes
respuestas para combatir a los patégenos [11, 13]. Las respuestas de la planta
inducidas por PAMPs o por los efectores, utilizan como sefiales algunas hormonas
vegetales como el dcido jasmdnico, 4cido salicilico y etileno. Estas hormonas inician las
defensas 6rgano especificas, asi como influencian el crecimiento vegetal. De esta
forma el crecimiento vegetal y la respuesta al estrés se presentan como fenémenos
opuestos en la planta [14].



Debido al constante refinamiento de las proteinas efectoras de los patdgenos, asi
como a los genes de resistencia de la planta, la interaccion entre bacterias patégenas y
sus hospederos es conocida como “una carrera armamentista” [15].

4. INTERACCION PLANTA-ENDOFITO

El término enddfito fue inicialmente definido en referencia a hongos o bacterias que
durante parte o todo su ciclo de vida invaden los tejidos de plantas vivas causando una
infeccidn no aparente, o sea no provocando sintomas de enfermedad [16]. Mas tarde y
con fines practicos se definid el término enddfito en referencia a las bacterias que
pueden ser aisladas o extraidas de tejidos de plantas esterilizadas en su superficie y
gue no causan un dafio visible en la misma [17]. Posteriormente se propuso el criterio
para identificar endéfitos "verdaderos", el cual hace referencia a bacterias que no
solamente fueron aisladas de tejidos estériles, sino que ademas se tiene evidencia
microscopica de su presencia dentro de los tejidos [18]. A su vez, los enddfitos deben
cumplir con el postulado de Koch y ser capaces de infectar nuevamente al hospedero.
A diferencia de los rizobios, no viven dentro de las células vivas y no inducen la
formacién de una estructura vegetal diferenciada [19].

En términos evolutivos, se considera a las bacterias enddfitas como intermediarios
entre bacterias saprofitas y patégenas, bacterias que potencialmente pueden
evolucionar a un estado patogénico o como bacterias mas evolucionadas que han sido
conservadas por el beneficio resultante para la planta [20]. Debido a que ocupan en la
planta un habitat muy parecido al de las bacterias patégenas, varios autores han
buscado la presencia de caracteristicas Unicas en los enddfitos, con el fin de entender
las diferencias gendmicas entre éstos y los patdgenos [21, 22]. Los resultados de estos
trabajos mostraron que no se han encontrado caracteristicas Unicas que permitan la
categorizacion de una bacteria como endéfito [22]. Sin embargo, a pesar de que los
endofitos pueden presentar varias caracteristicas similares a los patdgenos, los
mecanismos de expresion y regulacidon son diferentes, asi como la coordinacion de
actividades y la comunicacion célula a célula en comunidad [21]. Estos autores
sostienen que, si bien el limite entre estas formas de vida sigue siendo difuso, la
diferencia podria venir de una interacciéon compleja y multifactorial.

El habitat endofitico constituye un ambiente protegido en comparacién con el suelo o
la rizésfera, confiriendo una ventaja ecoldgica a las bacterias capaces de colonizarlo
[20, 23]. En ese sentido, las bacterias encuentran en él una fuente de nutrientes, baja
competencia y proteccidn frente al estrés ambiental, asegurandose su dispersidon por
transferencia en forma pasiva [24]. Por otro lado, el interior de la planta puede



considerarse también un ambiente hostil si se tienen en cuenta los mecanismos de
defensas presentes en la planta. Sin embargo, la vida dentro de los tejidos permite a
estas bacterias interactuar en una forma mas directa con la planta, pudiendo ser la
transferencia de los efectos beneficiosos, mayores que en las interacciones rizosféricas
[23, 25].

En general se ha reportado que existe cierta especificidad genotipo bacteriano-
genotipo planta [11], donde también influyen en la colonizacién las condiciones
ambientales [26-28]. Finalmente, las bacterias endoéfitas son de interés por su
potencial aplicacion biotecnolégica en los sistemas agricolas [24]. Dentro de los
beneficios posibles potencialmente explotables, se encuentra la promocién del
crecimiento vegetal y el control de enfermedades [24].

4.1 PROMOCION DEL CRECIMIENTO VEGETAL POR BACTERIAS ENDOFITAS

Los mecanismos por los cuales las bacterias promueven el crecimiento vegetal pueden
clasificarse en mecanismos directos como la regulacion del crecimiento y Ia
biofertilizacién, y en mecanismos indirectos como el control de organismos patdgenos
(biocontrol) y la induccion de la resistencia sistémica de las plantas [29, 30]. Si bien
algunos de estos mecanismos han sido confirmados para bacterias endofitas, en
general se asume que estos mecanismos descriptos en principio para bacterias
rizosféricas son los mismosque presentan las bacterias enddfitas.

4. 1.1 REGULADORES DEL CRECIMIENTO VEGETAL O FITOESTIMULANTES

La regulacion del crecimiento engloba diversos mecanismos por los cuales el
crecimiento vegetal se ve modulado o alterado. Las bacterias pueden producir
fitohormonas como auxinas, giberelinas, acido abscisico y citoquininas o modular su
concentracion como en el caso del etileno. Las fitohormonas son fundamentales como
reguladoras del desarrollo vegetal, contribuyen a la coordinacion de diversos procesos
fisioldgicos en las plantas, incluyendo la regulacion de la quiescencia y germinacion de
semillas, la formacidn de raices, floracion, la ramificaciéon, macollaje y la maduracion
de los frutos, e influyen en la resistencia de las plantas a factores ambientales [31]. La
produccidon de hormonas de crecimiento vegetales es considerada una caracteristica
importante y posiblemente el mayor mecanismo de promocion vegetal por bacterias
enddfitas [23]. Dentro de la fito-estimulacion también se incluye la modulacion del
desarrollo radicular mediante la produccidn de o6xido nitrico [32] o compuestos
organicos volatiles como la acetoina y el 2,3 butanodiol [33].

Produccion de auxinas. Se considera que casi el 80% de las bacterias rizoféricas son
capaces de sintetizar acido indol acético (AlA) [34]. El AIA suministrado por la bacteria



a la planta, puede incrementar el desarrollo de las raices, permitiendo a la planta
explorar mejor el suelo, accediendo a mas nutrientes y agua [34]. Se conocen 6 vias de
sintesis del AlA, incluyendo 5 vias dependientes de triptéfano: que presentan como
enzimas caracteristicas la indol-3-piruvato, la indol-3-acetamida, la triptamina, la
triptéfano oxidasa de cadena lateral o la indol-3-acetonitrilo; asi como una via
independiente del triptéfano [31]. De las vias descriptas, las mas comunes son las
dependientes del triptéfano, el cual es secretado por la planta [35].

Modulacion de los niveles de etileno. La modulacién de la concentracién de etileno es
realizada por la enzima 1-amino-ciclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa, la cual
hidroliza el ACC que es el precursor inmediato del etileno, produciendo amonio y a-
cetobutirato [36]. En particular, la disminucién de los niveles de etileno posee como
consecuencia la promocion en la elongacidon de la raiz y la disminucién de la respuesta
de defensa en algunas plantas.

4. 1. 2 BIO-FERTILIZACION

Las bacterias pueden actuar como biofertilizantes convirtiendo nutrientes y minerales
como N, P, Ky Fe, en formas biodisponibles por las plantas. Estos procesos son muy
importantes para la agricultura ya que constituyen una alternativa a los fertilizantes
guimicos utilizados en los sistemas productivos. A su vez, el uso de fertilizantes
qguimicos conlleva graves problemas ambientales, debido a que las plantas pueden
asimilar hasta un 50 % de los fertilizantes suministrados perdiéndose el resto por
escorrentia y lixiviacidn, pudiendo contaminar cursos de agua [37].

Fijacidn bioldgica del nitrégeno. EI N es un constituyente esencial de la mayoria de las
biomoléculas. Si bien el N, conforma el 78% de la atmdsfera, este se encuentra poco
biodisponible dado que la mayoria de los organismos no son capaces de reducir el N, y
utilizarlo como fuente de N [38]. La FBN es el proceso por el cual el N, es reducido a
amonio (NHs") y es realizado por un grupo de procariotas denominados diazétrofos
(diazo = N, trofos = comida). Este proceso es muy importante en el ciclo del N, ya que
aporta un 60 % del N fijado [38].

La enzima encargada de llevar a cabo la FBN es la nitrogenasa, la cual es sensible al
oxigeno. Esta enzima cataliza la reduccion del N, dependiente de ATP, formando dos
moléculas de NH; segun la siguiente reaccion:

N, +8e +8H"+ 16 MgATP—»2 NH; + H, + 16 MgADP + 16 Pi

La nitrogenasa o MoFe-nitrogenasa estd conformada por dos componentes
metaloproteicos, la dinitrogenasa (Fe proteina) y la dinitrogenasa reductasa (FeMo
proteina), codificados por los genes nifHDK [39]. Si bien todos los diazétrofos poseen la
nitrogenasa clasica (MoFe-nitrogenasa), existen algunos microorganismos que poseen
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ademads una o dos nitrogenasas alternativas (VFe- y FeFe-nitrogenasa) [39]. En las
enzimas alternativas, el Mo del sitio catalitico es sustituido por V o Fe.

Con el objetivo de adaptar el proceso de FBN a las restricciones fisioldgicas, las
bacterias diazdtrofas presentan varios mecanismos para censar multiples sefiales
ambientalescomo la disponibilidad de N fijado (principalmente amonio y glutamina) o
de 0,. La regulacién del proceso es principalmente a nivel transcripcional y en algunos
casos, se ha reportado la regulacidon postraduccional de la nitrogenasa mediante una
inactivacion reversible [40].

Solubilizacion de fosfato. Las bacterias solubilizadoras de fosfatos aumentan el P
disponible para las plantas por solubilizacién del P inorganico o mineralizacion de P
organico [41]. Las bacterias pueden solubilizar el P inorgdnico a partir de fosfatos de
calcio, aluminio o hierro, proceso que se asocia generalmente a la liberacién de acidos
organicos (oxalico, citrico, lactico, succinico y glucdnico), con la consecuente quelacion
delos iones Ca**, Fe** y AI*"y liberacidn de los iones ortofosfato.

Por otro lado, la mineralizacidn de P orgdnico en el suelo y la consecuente liberacidn
de iones ortofosfato, esta mediada por la actividad microbiana. La mineralizacién
frecuentemente requiere de la solubilizacién de sustratos con la consecuente hidrélisis
por fosfatasas. Los microorganismos producen diferentes enzimas incluyendo
fosfatasas acidas y alcalinas no especificas y enzimas especificas como fitasas que
liberan ortofosfatos a partir de fitato y otros inositoles fosfatos [41].

Solubilizacion de hierro. En condiciones aerobias y principalmente a pH neutro o
alcalino, el Fe se encuentra en forma de hidrdxidos insolubles, por lo que su
biodisponibilidad para las plantas es muy baja. En estas condiciones, las plantas
responden produciendo y excretando fitosideréforos, compuestos quelantes que unen
Fe*" y lo transportan a la superficie de la raiz donde es reducido y absorbido por la
planta [43]. Por otro lado, muchas bacterias en condiciones de deficiencia de Fe
producen siderdforos con alta especificidad por el Fe**, el cual es internalizado en la
célula a través de receptores de membrana externa que reconocen especificamente el
complejo Fe**-sideréforo [44]. Debido a esta caracteristica, los sideréforos bacterianos
afectan la comunidad rizosférica, por ser buenos competidores por el Fe nutricional
[43].

4. 1.3 CONTROL BIOLOGICO

El control biolégico implica la prevencién de la proliferaciéon de organismos patdgenos
por microorganismos [42]. El mismo puede deberse al establecimiento de una
competencia por los nutrientes, como ser N, Fe, P, espacio, H,0, O, o luz. A su vez las
bacterias biocontroladoras pueden producir metabolitos secundarios tdxicos como
antibidticos o bacteriocinas, inhibiendo asi el crecimiento de los patégenos.



4. 1. 4 INDUCCION DE LA RESISTENCIA SISTEMICA EN PLANTAS

La resistencia sistémica inducida (RSI) es un estado de elevada capacidad de defensa
desarrollado por una planta al ser adecuadamente estimulada [42]. Los disparadores
de la RSl son variados, incluyendo diferentes componentes bacterianos como los
flagelos, LPS, surfactantes lipopeptidicos, sideréforos, asi como la produccidon de
compuestos organicos volatiles como la acetoina y el 2,3 butanodiol [42,45].

4.2 COLONIZACION DE LAS PLANTAS POR LAS BACTERIAS ENDOFITAS

La interaccidon de las bacterias con las plantas constituye un proceso dindmico que
depende de un ambiente adecuado y de factores genéticos. Las bacterias endodfitas
son bacterias del suelo, del filoplano o que estan presentes en las semillas o en el
material de propagacioén vegetativa, las cuales colonizan el interior de los tejidos de las
plantas [20]. A continuacion, se describira la principal via de colonizacién de la planta
por las bacterias del suelo. En este caso, el proceso involucra el reconocimiento inicial
de sefiales moleculares, seguido del movimiento de la bacteria en direccion a la planta
hospedera, su adhesién a la superficie vegetal, colonizacion del rizoplano y posterior
penetracion y multiplicacién en el interior de los tejidos, pudiendo alcanzar una
dispersion sistémica a través de los tejidos vasculares [19] (Figura 1). Una colonizaciéon
endofitica exitosa involucra un hospedero compatible.

Pelo radicular
Zona de raices
laterales

Zona de pelos

radiculares Cértex
Zonade Endodermis
elongacion Xilema

Figura 1. Principales rutas de colonizacidn de la planta por bacterias endodfitas. Las bacterias enddfitas
pueden ingresar a la planta en distintas zonas de la raiz. Una vez dentro, los enddéfitos pueden
permanecer cerca de la zona de entrada (bacterias celestes) o moverse hacia el interior de la raiz,
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ocupando los espacios intercelulares del cértex y los vasos del xilema (bacterias verdes). Algunas
bacterias pueden moverse y colonizar nuevos drganos o tejidos. Las bacterias rojas y amarillas
representan las bacterias rizosférica que son incapaces de colonizar los tejidos internos de la planta.
Modificado de Malfanova y colaboradores (2013).

4. 2.1 ACERCAMIENTO Y ADHESION BACTERIANA A LA SUPERFICIE RADICULAR

Los mecanismos de acercamiento espacial de la bacteria pueden ser pasivos, si la
bacteria se encuentra en la semilla o en la yema de propagacién vegetativa, o activos a
través del movimiento por atraccidon quimiotactica hacia la superficie de la raiz [46].
Para las plantas, los exudados radiculares representan un componente importante en
la comunicacién con los microorganismos de la rizésfera. En los mismos se encuentran
un amplio grupo de sustancias ricas en carbono y energia, asi como moléculas sefales
[47]. Asimismo, las plantas pueden modificar sus exudados dependiendo de su estado
fisioldgico y de la microbiota presente en la rizdsfera [48]. De esta forma las plantas
reconocen y responden especificamente a microorganismos benéficos o patdgenos
presentes, iniciando la comunicacién mediante la produccidn de sefiales que pueden
modular su colonizacion [47, 49].

Entre los quimio atrayentes mas comunes se encuentran moléculas exudadas por las
raices como los acidos organicos, carbohidratos y aminoacidos [50]. Particularmente,
se ha demostrado en algunos endéfitos, que los flavonoides actian como sefiales al
igual que en las interacciones leguminosa-rizobio y actinorrizas-frankia [51, 52].

Por ejemplo, se observd que ciertos flavonoides estimulan la colonizacion de plantas
de trigo por Azorhizobium caulinodans y de maiz por Herbaspirillum seropedicae [53,
54]. Asimismo, se ha observado que diversos compuestos quimicos liberados por las
plantas reclutan especificamente a determinado tipo de bacteria como el caso de la
secreciéon de la benzoxazina DIMBOA (2,4-dihidroxi-7-metoxi-2H-1,4 benzoxazin-3(4H))
por plantas de maiz y la rizobacteria Pseudomonas putida KT2440; o la secrecion de
acido malico por Arabidopsis, y la cepa Bacillus subtilis FB17 [55, 56].

Una vez que la bacteria se ha desplazado, generalmente por medio de flagelos, hacia la
superficie radicular, comienza el desarrollo de la interaccion entre la bacteria con la
pared celular vegetal, a través de uniones electrostaticas débiles, las cuales son
rapidas, inespecificas y reversibles [57].

4. 2.2 ANCLAJE BACTERIANO Y COLONIZACION DE LA SUPERFICIE RADICULAR

En esta etapa la interaccion es especifica e irreversible involucrando estructuras
bacterianas para la adhesién a la superficie de la raiz como fimbrias, pilis, LPS
exopolisacaridos (EPS) y proteinas de membrana externa como porinas y la proteina
mayor de membrana externa [8, 11, 52, 58—62]. Se ha visto que el establecimiento
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bacteriano en los sitios de adhesidn puede ser en forma de agregados y/o formando
peliculas bacterianas [19]. Se considera que tanto los agregados como las biopeliculas
constituyen un microambiente dptimo para la transferencia horizontal de genes, asi
como para el intercambio de sefiales de quorum sensing, adjudicandole a las finas
capas que los cubren, posiblemente compuestas de EPS, la funcidén de barrera de
difusion de dichas moléculas [63, 64].

La adhesién junto con el desarrollo de una poblacion bacteriana presenta una ventaja
selectiva para la bacteria, aumentando la probabilidad de ingresar alos tejidos
internos. Por lo tanto, los endéfitos que infectan plantas tienen que ser colonizadores
competitivos y posicionarse estratégicamente en los sitios de potencial ingreso a la raiz
[50].

4. 2. 3 INFECCION Y COLONIZACION DE LOS TEJIDOS INTERNOS RADICULARES

El ingreso a los tejidos de la planta normalmente es pasivo y se realiza a través de las
aperturas naturales como el drea de emergencia de las raices laterales y de la cofia [19,
65]. Asimismo, la infeccién puede darse pasivamente a través de heridas causadas por
factores bioticos o abidticos.

Por otro lado, se han descripto también procesos activos de ingreso a lostejidos, los
cuales involucran vectores (insectos) o la participacion de enzimas del tipo
endoglucanasas y pectinoliticas como en el caso de Azoarcus, Klebsiella y Burkholderia
[66—68].

La colonizacidn interna de los tejidos por parte de las bacterias ocurre primariamente
en los espacios intercelulares, reportdndose en el caso de Azoarcussp. BH72 su
presencia intracelular pero Unicamente en células muertas [65]. Una vez dentro de la
planta, las bacterias enddfitas pueden permanecer en un tejido especifico o colonizar
la planta sistematicamente, transportandose por los tejidos vasculares o el apoplasto
[46]. Se considera que las bacterias para atravesar la barrera que constituye la
endodermis e ingresar al tejido vascular, utilizan las rupturas naturales causadas por la
aparicién de raices secundarias o a través de células indiferenciadas de la cofia. En este
sentido, se han definido como endodfitos competentes, a aquellas bacterias que
poseen la maquinaria genética para infectar el espacio endofitico y persistir en él. Por
lo tanto, son bacterias que poseen mecanismos que le aportan una rdpida adaptacién
a un ambiente muy diferente en cuanto a pH, presion osmética, fuentes de C y
disponibilidad de oxigeno [50].

En general se considera que las bacterias benéficas evolucionaron en términos de
poder reducir la capacidad de estimular el sistema inmune del hospedero. Lo mismo
ocurre en los rizobios, los cuales mediante los factores Nod, suprimen la sefializacion
de defensas de las leguminosas via el acido salicilico [69, 70]. Por lo tanto, el estado
endofitico de una bacteria dependera de factores probabilisticos, como la presencia de
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los niveles bacterianos necesarios para una colonizaciéon endofitica exitosa, y que los
mismos entren en contacto con zonas de activa divisién celular (cofia y desarrollo de
raices secundarias). Asimismo, dependerd de factores determinantes como la
presencia de componentes genéticos dedicados a la interaccién por ambas partes.

4. 2.4 LA COLONIZACION ENDOF{TICA DESDE EL PUNTO DE VISTA DE LAS PLANTAS

Las plantas se encuentran constantemente desafiadas por las fluctuaciones del
ambiente, entre ellas la presencia de microorganismos en la rizdsfera [11]. Se ha
demostrado que las interacciones benéficas y patogénicas comparten algunas vias,
sugiriendo que la respuesta adaptativa de las plantas debe estar finamente regulada
de forma de balancear entre la respuesta de proteccidn contra patdgenos y el
beneficio de interactuar con bacterias PCV [2, 11]. Si bien deben existir mecanismos de
reconocimiento y de sefalizacion similares entre una interacciéon patogénica o
benéfica, es posible suponer que los primeros pasos de percepcidon y reconocimiento
de la bacteria como benéfica, son cruciales en determinar el tipo asociacién [11].
Varias lineas de evidencia sugieren que el reconocimiento inicial de las bacterias
benéficas activa el sistema inmune de la planta y luego en etapas posteriores de la
asociacion, la expresion de genes de defensa es reprimida [2]. En particular en
gramineas se ha visto que la induccién de respuestas de defensa por parte de la planta
contribuye a la restriccién de la colonizacidn de las bacterias [70].

Receptores de la planta. Como se menciond, las plantas reconocen la colonizacion
bacteriana mediante los PAMPs o MAMPs (microbial-associated molecular patterns)
[71]. El mecanismo de reconocimiento a las seiales bacterianas es principalmente via
receptores tipo quinasas, muy estudiado en patégenos y poco en endéfitos [11]. Uno
de los receptores mas estudiados en patdgenos es el FLS2, el cual es un receptor tipo
guinasa con motivo de leucina repetido (leucine rich repeat containing receptor like
kinasas o LRR-RLK), que reconoce la flagelina. Se considera que ademas de reconocer
bacterias patdgenas, puede ser también una sefal en bacterias benéficas. En ese
sentido, se ha demostraron que cuando se inoculan plantas de vid (Vitis vinifera) con el
endofito PCV Burkholderia phytofirmans, se induce a través de FLS2 una menor
respuesta de defensa por parte de la planta que cuando se inocula con patégenos [72].
Sin embargo, cuando se inocula B. phytofirmans a plantas de Arabidopsis thaliana, no
se observa un efecto promotor del crecimiento vegetal (PCV) tan marcado como en el
caso de la vid y se expresan los mecanismos de defensa de la planta [72]. A partir de
estos resultados se postulaque hubo una evolucién de la flagelina y del receptor que
llevd a diferentes tipos de activacion de las respuestas de defensa. Por otro lado, en
plantas de cafia de azlcar se descubrié un nuevo receptor tipo LRR-RLK: SHR5 [73].
Dicho receptor se reprime durante la asociacién con bacterias benéficas como
Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum spp. y Azospirillum brasilense. En
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oposicidn, cuando las plantas fueron expuestas a patégenos u otros estreses abidticos,
el receptor no se observé reprimido [73]. Si bien se conoce que miembros de esta
familia de receptores poseen roles en el desarrollo de la planta, simbiosis y defensa,
aun no se conoce el rol de SHR5 en la interaccion bacteria enddfita-cana de azucar
[73].

Respuesta de defensa. El establecimiento de una nueva asociacion planta-bacteria
debe activar una intricada red de seializaciones para manejar las defensas de la
planta. Una hipdtesis es que la bacteria endoéfita es primero reconocida como un
patégeno potencial, activando los mecanismos de defensa, los cuales posteriormente
son reprimidos, permitiendo asi que se establezca la interaccidon benéfica [74]. En ese
sentido, el establecimiento de esta asociacion puede depender de un correcto balance
entre las respuestas de defensa inducidas y reprimidas. Por ejemplo, se ha observado
la induccién de especies reactivas al oxigeno en la planta frente a la colonizacién por
bacterias benéficas, lo que conlleva a que las bacterias enddfitas responden
produciendo enzimas detoxificantes [75]. También se observé que plantas de caia de
azucar inoculadas con G. diazotrophicus expresaron la via de biosintesis de acido
salicilico, el cual se acumula en la respuesta a patdgenos y es esencial en la induccién
de la respuesta sistémica adquirida (RSA) [74, 76]. Asimismo, se ha observado que las
bacterias endéfitas pueden modular la respuesta de defensa de las plantas mediante
efectores, ampliamente reportado en patégenos [71].

Diversos autores han realizado estudios donde se buscé analizar la respuesta global de
la planta frente a la inoculacidn con bacterias endofitas PCV. Al evaluar la respuesta de
distintos cultivares de arroz o de cafia de azucar frente a la inoculacién con Azoarcus
sp. BH72 o G. diazotrophicusrespectivamente, se observaron respuestas diferenciales.
En aquellas interacciones consideradas incompatibles (sin efecto PCV), en las plantas
se desencadenaronintensas respuestas de defensa y de estrés, mientras que en las
interacciones compatibles (con efecto PCV) la repuesta de la planta fue mas atenuada
[70, 77].

Asu vez, varios trabajos sefialan que componentes especificos en la via de respuesta
del etileno, son moduladosenlas plantas en respuesta a la colonizacidon porendodfitos
benéficos, particularmente regulando diferencialmente la expresidon de receptores y
asi la respuesta de defensa frente a bacterias benéficas [74,78-80].

4. 3 BASES MOLECULARES DE LA INTERACCION PLANTA-ENDOFITO

En los ultimos afios, la mayoria de los esfuerzos se han enfocado en estudiar
caracteristicas puntuales de la interaccién planta-enddfito. Gracias a estos estudios se
conocen varios factores bacterianos involucrados en las distintas etapas de la
interaccidon [74]. Sin embargo, este tipo de estudios no permite comprender la
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naturaleza compleja y multifactorial de la interaccidon enddfito-planta. Estudios mds
recientes han comenzado a analizar desde un punto de vista mds amplio la naturaleza
de dicha interaccion.

En ese sentido, es importante conocer como las plantas censan las sefiales de los
microorganismos y cuando reconocen a las bacterias benéficas, de forma de permitir
el establecimiento de una interaccién benéfica [11]. Otra interrogante aun no
respondida es si las bacterias benéficas son siempre percibidas como benéficas y
necesarias. Si bien hay muchos beneficios de la interaccién, esta no siempre se
establece, pudiendo ser que condiciones ambientales como la disponibilidad de agua y
nutrientes regulen conjuntamente su establecimiento.

Por otro lado, asi como se conoce una comunicacidon quimica entre las partes en las
simbiosis rizobio-leguminosa y planta-micorrizas arbusculares, la misma deberia existir
en la interaccidn planta-endéfito [4]. Si bien anteriormente se describieron los pasos
de la interaccion enddfito-planta hospedera, es muy poco lo que se conoce de las
bases moleculares de las misma en contraste con los sistemas endosimbidticos bien
estudiados, tales como los rizobios y las leguminosas, o los sistemas patogénicos [47,
51].

Entender el proceso de sefalizacion y la regulacién de la colonizacién, tiene
implicancias en el disefio de nuevas estrategias para promover las interacciones
benéficas con las plantas hospederas.

5. ANTECEDENTES DEL GRUPO DE TRABAJO Y DE LA LINEA DE
INVESTIGACION

El Departamento de Bioquimica y Gendmica Microbianas (BIOGEM) del IIBCE, cuenta
con una extensa experiencia en el estudio de la interaccién entre bacterias PCV y
leguminosas [81-88], asi como con gramineas [89-92]. En particular, la linea de
investigacion focalizada al estudio de las gramineas y su microbiota asociada ha tenido
como objetivo general aportar conocimiento para el desarrollo de inoculantes,
basados en bacterias enddfitas PCV nativas, con el fin de sustituir total o parcialmente
la fertilizacion quimica aplicada. Entre los cultivos que se estudian se encuentran la
cafia de azucar (Saccharum officinarum), el sorgo dulce (Sorghum bicolor), la canola
(Brassica napus) y la festuca (Festuca arundinacea).

Particularmente en la linea de investigacion focalizada al estudio de la microbiota
asociada a plantas de cafa de azlcar, previamente se construyd y caracterizé una
coleccion de BPCV asociadas a variedades de cafias de azucar cultivadas en Uruguay
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[89]. A partir de la misma y mediante ensayos de invernaculo se demostré que las
cepas UYSO10 y UYSO24 son PCV al ser inoculadas a plantas micropropagadas [93] o a
esquejes de cafa de azlcar var. LCP85384 (var. LCP) [94]. Asimismo, mediante ensayos
bioquimicos vy fisiolégicos se determind que ambas cepas son productoras de acido
indol acético y que la cepa UYSO10 es diazétrofa [89]. Por otra parte, mediante
microscopia, se obtuvieron datos preliminares que sugieren que la cepa UYSO10 es un
enddfito verdadero de cafia de azucar [93].

5.1 MODELO DE ESTUDIO

La cafa de azucar pertenece a la familia Poaceae. En nuestro pais se cultiva en la
regién mas al norte, en los alrededores de la ciudad de Bella Unidn. La propagacion del
cultivo se realiza asexualmente partiendo de las yemas presentes en los tallos. A su vez
durante su industrializacion se utilizan los tallos, los cuales constituyen la mayor area
de reserva de los productos fotosintéticos (sacarosa). En nuestro pais se considera al
cultivo muiltipropdsito porque a partir de su explotacién se obtienen principalmente
azucar y alcohol etilico utilizado como biocombustible, asi como subproductos
aprovechables como energia y alimento animal. Uno de los problemas que presenta
este cultivo son los altos costos de produccion relacionados a la fertilizaciéon quimica
nitrogenada.

La cepa UYSO10 fue identificada inicilamente como una Y-Proteobacteria
perteneciente al género Enterobacter, en base a la secuenciacién del gen ARNr 16S. Sin
embargo, posteriormente se reclasificdé teniendo en cuenta otros trabajos, como
perteneciente al género Kosakonia [95]. Una vez comenzada esta tesis, se
secuenciaron los genomas de ambas cepas en estudio (Beracochea en preparacion). A
partir del analisis de los mismos se confirmé la pertenencia de la cepa UYSO10 al
género Kosakonia presentando una alta homologia (98,91 % de similitud) con la cepa
de referencia Kosakonia radicincitans DSM16656' (Beracochea en preparacion). La
cepa K. radicincitans DSM16656 fue aislada de cultivos de maiz de invierno y se
describié como una cepa que in vitro es capaz de FBN y solubilizar P por secreciéon de
acidos organicos [96, 97]. Asimismo, se reportdé como PCV de plantas de Arabidopsis,
tomate (Solanum lycopersicum), rabanito (Raphanus sativus), entre otros [27, 98, 99].

Por otro lado, la a-Proteobacteria Shinella sp. UYSO24 se reclasific6 como
perteneciente al género Rhizobium (Beracochea en preparacién). Tradicionalmente el
género Rhizobium ha sido reportado como bacterias nodulantes de leguminosas y
fijadoras de N, sin embargo, en los Ultimos afios se han aislado bacterias de este
género a partir de tejidos esterilizados en su superficie de plantas no leguminosas y se
ha demostrado que su inoculacidon promueve el crecimiento vegetal [92, 100]. Sin
embargo, a la fecha el grupo de cepas de Rhizobium no nodulantes ha sido poco
caracterizado [101-103].
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HIPOTESIS GENERAL

Las cepas Kosakonia sp. UYSO10 y Rhizobium sp. UYSO24 son endéfitos verdaderos y
su proteoma se adapta a la interaccién con la planta hospedera.

OBJETIVO GENERAL

Describir el proceso de interaccidn de plantas de cafia de azlicar por las cepas
Kosakonia sp. UYSO10 vy Rhizobium sp. UYSO24, e identificar caracteristicas
bacterianas posiblemente involucradas.

17



18



CAPITULO II: INFECCION Y COLONIZACION DE
PLANTAS DE CANA DE AZUCAR POR LAS CEPAS
KosAKONIA sP. UYSO 10 Y RHIZzoBIUM SP.
UYS024

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Identificar en las cepas Kosakonia sp. UYSO10 y Rhizobium sp. UYSO024
caracteristicas fenotipicas posiblemente involucradas en la colonizacion e
infeccién radicular.

2- Describir el proceso de colonizaciéon superficial, infeccidon y colonizacién de
los tejidos internos de las plantas de cafia de azlcar var. LCP por la cepa
Rhizobium sp. UYSO24, mediante microscopia.

3- Determinar si las cepas las cepas Kosakonia sp. UYSO10 y Rhizobium sp.
UYS0O24 son enddfitos verdaderos.

4- Cuantificar la poblacidon endofitica de las cepas Kosakonia sp. UYSO10 vy
Rhizobium sp. UYSO24 en los tejidos internos de plantas de caia de azucar var.
LCP inoculadas.

ESTRATEGIA

Como estrategia para abordar los objetivos especificos planteados se buscd por un
lado, identificar caracteristicas reportadas en la bibliografia como involucradas en la
interaccion mediante ensayos in vitro y por otro, estudiar la colonizacién de plantas de
cafia de azucar mediante la inoculacién de las cepas en un sistema gnotobidtico.
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1. MATERIALES Y METODOS

1. 1 CEPAS BACTERIANAS Y PLANTAS
Las cepas bacterianas empleadas en este capitulo se listan en la Tabla 1.

Por otra parte, se utilizaron plantas micropropagadas de cafa de azucar var. LCP,
amablemente cedidas por la Dra. Alicia Castillo de la Unidad de Biotecnologia del
Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIA). A continuacién, se describe
brevemente el protocolo seguido para su obtencion.

El material de partida consistié en las puntas de los brotes de plantas de cafiade
azucarcrecidas en sustrato estéril (vermiculita:turba) durante 3 meses, en condiciones
de invernaculo. Los brotes (4 cm de largo), se esterilizaron en su superficie con
hipoclorito de sodio 20 % (v/v), durante 15 min y se enjuagaron con abundante agua
destilada estéril. A partir de los mismos, se escindieron los meristemas, los cuales
fueron colocados en papel de filtro estéril y posteriormente transferidos a tubos
conteniendo medio de cultivo MS base liquido (sin vitaminas) (Anexo A), pero
suplementados con las vitaminas descriptas en el medio de cultivo Staba (Anexo A),
reguladores del crecimiento vegetal [104] y sacarosa 3 % (p/v). Las condiciones de
crecimiento fueron 30 pmol/m?s de irradiacion con 16/8 h luz/oscuridad y 21 °C.
Después de un mes, los explantes fueron transferidos a medio de cultivo de
multiplicacion: MS suplementado con 0,1 mg/l benciladenina y una mezcla de
antioxidantes [105]. A partir de los mismos se obtuvieron subcultivos cada 3 semanas.
Finalmente, las plantas fueron enraizadas en medio de cultivo MS con 1 g/l de carbdn
activado y a continuacion utilizadas en los ensayos de este capitulo.

1. 2 IDENTIFICACION IN VITRO DE FACTORES BACTERIANOS VINCULADOS A LA

INTERACCION PLANTA-BACTERIA
1. 2. 1 BUSQUEDA DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS POTENCIALMENTE RELACIONADAS A LA
DEGRADACION DE LA PARED CELULAR VEGETAL

Las actividades endoglucanasa y hemicelulasa fueron evaluadas inoculando con ansa
las cepas en estudio, en placas de Petri conteniendo medio de cultivo LGl sélido
(Anexo A), suplementado con carboximetil celulosa sal (CMC) 0,2 % (p/v) o avicel 0,5 %
(p/v), respectivamente [106]. A los 7 dias posteriores a su inoculacién (pi), las colonias
fueron removidas utilizando algodén humedecido en NaCl 1 M y las placas incubadas
con 10 ml de Rojo Congo 0,05 % (p/v), por 16 h a 4 °C, para finalmente, ser lavadas con
NaCl 1 M durante 20 min. En ambos casos, las cepas positivas fueron identificadas por
la aparicion de un halo de degradacion alrededor de la colonia y se empled como
control positivo la cepa Acinetobacter sp. UYSB41 (Tabla 1).
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Tabla 1. Cepas empleadas en este capitulo.

Cepa Caracteristicas Referencia

Cepas en estudio

Aislada de tallos de cafia de azucar, variedad FAM 81-77, en medio de cultivo LGI-P.

Kosakoni . UYSo10 i
osakonia sp Promotora del crecimiento de cafias de azucar var. LCP.

[89, 107]

Aislada de tallos de cafia de azucar, variedad TUC 77-42, en medio de cultivo LGI-P.

Rhi j . UYso024 ,
izobium sp. UYSO Promotora del crecimiento de cafias de azucar var. LCP.

(89, 107]

Cepas usadas como referencia

De la coleccion de aislamientos de plantas de caia de azicar del laboratorio

Aisladas de tallos de cala de azucar de las variedades CP 92-618, TUC 77-42 y FAM 81-
77. Utilizadas en los ensayos de evaluacién de la especificidad de los antisueros y de [89]
los cebadores utilizados para gqPCR.

Pseudomonas sp. UYSOO01, Acinetobacter sp. UYSOO03,
Pantoea sp. UYSO13 y Pseudomonas sp. UYSO21

Agrobacterium sp. UYSO04, Enterobacter sp. UYSOO08, Aisladas de tallos de cafia de azUcar de las variedades TUC 77-42 y TUC78-12.
Enterobacter sp. UYSOO09, Stenotrophomonas sp. UYSO27 y Utilizadas en los ensayos de evaluacion de la especificidad de los cebadores utilizados [89]
Xanthomonas sp. UYSO35 para gPCR.

Aislada de tallos de cafia de azucar, variedad TUC 77-42. Utilizada en los ensayos de

Rhanella sp. UYSO22
anella sp. UYSO evaluacién de la especificidad de los antisueros producidos. [83]
Aislada de tallos de cafia de azlcar, variedad TUC 78-12, no promotora del
imi fi Y . LCP. ili f i I
Pseudomonas sp. UYSO14 crecimiento de cafias de azUcar var. LCP. Cepa utilizada como referencia en los (89, 107]

ensayos de evaluacidon de la especificidad de los antisueros producidos y en los
estudios de colonizacion.
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De otras colecciones de aislamientos del laboratorio

Aislada de nddulos de angico, utilizada en los ensayos de evaluacién de la

Rhizobi . UYPR7. 63 e . . 85
1zobium sp especificidad de los antisueros producidos. [85]
Bacillus sp. UYSBO4 Aislada .d'e pl'a,ntas de sorgo dulce, va.ri,edad MS8L1E. Ut?lizada como control positivo de [92]
la solubilizacién de potasio (observacién del laboratorio).
Acinetobacter sp. UYSBA1 Aislada de. F)Iantas de sorgo dulce, va.riedad MB81E. Utilizada comocontrol positivo [92]
para la actividad endoglucanasas y hemicelulasas.
iclami | £  Utili | - | -
Aislamiento UYFA144 Aislamiento de plantas de festuca. Utilizada comocontrol positivo para la actividad [90]
proteasas.
Otras cepas usadas como referencia
Gluconacetobacter diazotrophicus Pals Endof.lt.a.y PCV de car.la de azucar. .Utlllzada en los gnsayos de gva!qauon de la [108]
especificidad de los antisueros producidos y en los estudios de colonizacion.
Sinorhizobium meliloti 242 Utilizada en ensayos de evaluacién de la especificidad de los antisueros producidos. [109]
Sinorhizobium meliloti CE52G Utilizada como control positivo para la actividad lacasa. [110]
Utilizada como control positivo para la actividad catalasa y superéxido dismutasa, asi
| . | ima A . - iderof .
Herbaspirillum seropedicae 767 como.Para a .p're,senua de la enzima ACC d(??amlnasa y prg(.jl{cuon de 5|derF> oros [111,112]
También se utilizd en los ensayos de evaluacion de la especificidad de los antisueros
producidos.
Pseudomonas putida KT2440 Utilizada como control positivo para la presencia de la enzima ACC desaminasa. [113]
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La actividad proteasa fue evaluada en placas de Petri conteniendo medio de cultivo LGI
suplementado con leche en polvo 5 % (p/v). Las cepas fueron consideradas positivas
cuando a las 48 h pi se observd un halo translicido alrededor de las colonias [114].
Como control positivo se utilizé el aislamiento UYFA144 (Tabla 1).

En la evaluacién de la actividad lacasa, las cepas se inocularon en placas de Petri
conteniendo medio de cultivo TY (Anexo A), suplementado con Azul brillante de
Remazol (ABR) 0,04 % (p/v) o con guaiacol 0,01 % (p/v) [115]. Las colonias se
consideraron positivas cuando a los 5 dias pi cambiaron su color a azul o marrén-rojizo,
dependiendo del sustrato utilizado: ABR o guaiacol respectivamente. Como control
positivo se utilizé la cepa Sinorhizobium meliloti CE52G (Tabla 1).

Por ultimo, para la determinacion de la actividad peroxidasa, las cepas se crecieron en
placas de Petri conteniendo medio de cultivo LGI suplementado con 250 mg/l de 2,2’-
azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6acido sulfénico) (ABTS) y para las Mn-peroxidasas
medio LGI suplementado con 250 mg/| de ABTS y 100 mg/l de MnCl,. 4H,0 [116]. A los
5 dias pi las placas se revelaron mediante incubaciéon con 10 ml de H,0, 10X (v)
durante 20 min. Las cepas fueron consideradas positivas cuando las colonias se
tornaron de color verde oscuro o marron [116].

En todos los casos las actividades fueron evaluadas por triplicado y a 30 2C.

1. 2. 2 DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

La presencia de las actividades catalasa y superdxido dismutasa (SOD), fueron
evaluadas en extractos de proteinas totales de ambas cepas. Para ello, 5 ml de un
cultivo bacteriano de cada cepa, crecido en tubos conteniendo medio de cultivo TY,
fueron centrifugados a 5.000 g durante 5 min y las células suspendidas en buffer
fosfato 50 mM, 4acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM, pH 7,2. Posteriormente,
las suspensiones fueron sonicadas 5 veces a potencia maxima durante 15 s con un
sonicador Ultrasonic Homogeneizer (Cole-Parmer Instruments Co.), y la suspension
obtenida centrifugada a 10.000 g por 10 min, conservandose el sobrenadante a -20 2C.
Los extractos proteicos obtenidos se analizaron en geles de poliacrilamida 8 % (p/v)
naturalizantes, a 80 V durante 2 h. Cada actividad fue evaluada en geles
independientes. En la determinacidn de la actividad catalasa, los geles fueron lavados
3 veces con agua destilada durante 20 min, e incubados con H,0, 0,015 % (v/v) en
agitaciéon. A continuacion, fueron transferidos a un recipiente conteniendo una
solucion de FeCls 1 % (p/v) y KsFe(CN)e 1 % (p/v). La actividad se evidencié por la
aparicién de bandas de color amarrillo sobre fondo verde, momento en el que se
detuvo la reaccién con agua [117].
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Por otro lado, los geles utilizados para visualizar la actividad SOD fueron lavados con
agua destilada, e incubados en primera instancia en una solucién conteniendo Nitro
azul de tetrazolio 2,45 mM por 20 min, para luego incubarse en la oscuridad en una
solucion de riboflavina 0,028 mM, tetrametiletilendiamina (TEMED) 28 mM en buffer
fosfato 50 mM pH 7,2, durante 20 min [117]. Por ultimo, se expuso el gel a la luz
detectandose la actividad SOD por la aparicion de bandas acromaticas sobre fondo
oscuro. Como control positivo se incluyé la cepa H. seropedicae 267 (Tabla 1).

1. 2. 3 DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE LA ENZIMA 1-AMINOCYCLOPROPANE-1-CARBOXYLATE
DESAMINASA

La actividad de la enzima ACC desaminasa, sobre la molécula de ACC, genera como
productos a-cetobutirato y NH;. En el presente ensayo, se evalud la presencia de la
enzima a partir de la evaluacién de la produccién de amonio. La misma se estudié
mediante curvas de crecimiento en microplacas de 96 pocillos, utilizando un
espectrofotémetro Varioskan Flash (Thermo Scientific). Para esto, las cepas a ensayar
fueron previamente crecidas en medio de cultivo liquido LB por 16 h, a partir del cual
se cosecharon 2 ml que fueron lavados con NaCl 0,9 % (p/v). Seguidamente, las células
se suspendieron en tubos conteniendo medio de cultivo LGI liquido sin N y se
incubaron durante 6 h (adaptacién). A partir del cultivo en adaptacion se inocularon 1
x 10° células en 200 pl del medio de cultivo LGl liquido conteniendo como Gnica fuente
de N, ACC 1,5 mM [118]. Las microplacas se incubaron con una agitacion de 180 rpm a
30 2C. Como controles se crecieron las cepas en el mismo medio de cultivo, pero con
las siguientes variaciones: i) sin N y sin ACC y ii) con N (NH4Cl 1 % (p/v) o KNO30,1 %
(p/Vv)). El crecimiento bacteriano se siguié midiendo la absorbancia a 620 nm (D. O.
620nm) cada 2 h y durante 60 h. Las curvas de crecimiento se realizaron por
cuadriplicado. Como cepas de referencia se utilizaron H. seropedicae Z67 y P. putida
KT2440 (Tabla 1).

En paralelo, se buscé amplificar mediante PCR el gen acdS, codificante de la enzima
ACC desaminasa. Para ello se utilizaron dos juegos de cebadores: i- F1937
(5"MGVAAGCTCGAATAYMTBRT3') y F1939 (5"GARGCRTCGAYVCCRATCAC 3°) [119] v ii-
AccF (5'ATGAATCTGAATCGTTTTGAAC 3°) y AccR (5" TCAGCCGTTGCGGAACAG 37) [120].
Ambas reacciones se realizaron en un volumen total de 25 pl, conteniendo: 12,5 ul de
Dream Taq Green Master Mix (Thermo Scientific), 1 ul de cada cebador 10 uMy 10,5 pl
de H,0. Como molde de ADN se utilizaron 2 pul de ADN gendmico (50 ng/ul) obtenido
de las cepas UYSO10, UYSO24 y de las cepas utilizadas como control positivo: H.
seropedicae 267 y P. putida KT2440. EI ADN gendmico se obtuvo utilizando el kit

PureLink™

Genomic DNA (Invitrogen), segin recomendacién del fabricante. Como
control negativo se empled una mezcla de reaccidn sin el agregado de ADN en el tubo.
El programa de ciclado presentd una desnaturalizacién inicial durante 5 min a 95 2C,

seguido de 30 ciclos de una primera etapa de desnaturalizacién durante 1 min a 95 9C,
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hibridacion de los cebadores durante 1 min a 52 2Cy una extension durante 2 min a 72
oC. La corrida se finalizé con una extensiéon durante 6 min a 72 2C. También se
evaluaron como temperatura de hibridacién de los cebadores, 53, 54, 55 y 56 2C. Los
productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa 1 % (p/v), utilizando el
intercalante Good View (Beijing SBS. Genetech. Co. Ltd.), en una relaciéon de 1 pl
intercalante/50 ml agarosa. El tamafio del amplicén esperado fue de 516 pb para los
cebadores F1937-F1939 y de 996 pb para los cebadores AccF y AccR [119, 120].

Para confirmar la identidad de la banda obtenida, el producto de PCR se purificé
utilizando el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean Up (Promega) y se envi6 a Macrogen Inc.
Corea para su secuenciacién. Las secuencias se compararon para su identificacién con
la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(www.ncbi.nlm.nih.gob) utilizando el algoritmo Basic Local Aligment Search Tool
(BLAST).

1. 2. 4 DETERMINACION DE LA MOVILIDAD BACTERIANA

En ambas cepas se analizd la presencia de flagelos, asi como la capacidad de realizar
swimming, swarming y twitching.

La presencia de flagelos bacterianos se evalué utilizando el método de tincidn negativa
[121]. Para esto, células crecidas en medio de cultivo TY liquido, fueron lavadas con
agua y fijadas en glutaraldehido 2,5 % (v/v) durante 1 h, para posteriormente ser
lavadas cuatro veces con agua ultra pura estéril. Las células fijadas se transfirieron a
grillas cubiertas con una pelicula de Formvar (Fluka). Pasados 2 min de exposicion al
cultivo, la grilla se expuso a acetato de uranilo 2 % (p/v) por 1 min y fue lavada varias
veces con agua ultra pura estéril por 1 min. Las grillas fueron observadas en un
Microscopio Electrénico de Transmision JEOL (100 CXII, Japdn), de la plataforma de
Microscopia del IIBCE. Para cada cepa se observaron varias células a partir de dos
experimentos independientes.

Para evaluar la capacidad de realizar swimming y twitching, se crecieron las cepas en
medio de cultivo liquido TY, toda la noche. A partir de ese cultivo se inocularon por
puncién usando un escarbadientes, placas conteniendo medio de cultivo TY y agar 0,3
% (p/v) o agar granulado 1 % (p/v), de acuerdo a cada determinacion [121].

La capacidad de realizar swarming fue evaluada en placas conteniendo medio de
cultivo TY suplementado con glucosa 0,5 % (p/v) y agar 0,5 % (p/v), e inoculadas con
escarbadientes a partir de las placas de swimming [121].

En todos los casos las actividades fueron evaluadas a las 24 h pi, por triplicado en
experimentos independientes.
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1. 2.5 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE FORMAR BIOPELICULAS

La capacidad de formar biopeliculas fue evaluada en microplacas de 96 pocillos
utilizando el método de cristal violeta (CV) [122]. Para esto, cada pocillo conteniendo
200 pl de medio de cultivo TY o MS suplementado con exudados (MS + exudados), fue
inoculado con 1 x 10® células de cada cepa. El medio de cultivo MS + exudados se
obtuvo a partir del medio de cultivo MS 1/10 sin N [123], el cual se expuso por 72 h a
las secreciones radiculares de plantas de cafia de azlcar micropropagadas. La
microplaca fue incubada sin agitacién durante 48 o 96 h a 30 2C. Posteriormente el
sobrenadante fue removido y los pocillos se tifieron con CV 0,1 % (p/v) durante 20 min.
El exceso de CV fue removido mediante lavados con buffer fosfato y el CV unido a las
paredes de los pocillos se solubilizé con etanol 95 %. Finalmente se midid la
absorbancia de la suspension a 570 nm. Como control se incluyeron pocillos sin
inocular. Esta determinacién fue realizada por quintuplicado para cada una de las
cepas y condiciones.

1. 2. 6 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE PRODUCIR POLIHIDROXIBUTIRATO

La produccién de polihidroxibutirato (PHB) se evalud en placas de Petri conteniendo
medio de cultivo LGI suplementado con glucosa en exceso (30 g/l) y NH4Cl 40 mM. Las
placas inoculadas fueron incubadas por 48 ha 30 2C, momento en que fueron cubiertas
con una solucidn de Rojo Nilo 0,01 % (p/v) en acetona. Una vez evaporada la acetona,
las placas se observaron en un transiluminador bajo luz UV. Las colonias que
presentaron fluorescencia fueron consideradas como positivas para la acumulacion de
lipidos y posible acumulacion del polimero PHB [124]. Como control positivo se utilizé
H. seropedicae 267 y como control negativo una cepa de Escherichia coli [124]. La
determinacién se realizé por triplicado.

1. 3 BUSQUEDA DE FACTORES PROMOTORES DEL CRECIMIENTO VEGETAL

Determinacion de la capacidad de solubilizar potasio

La capacidad de solubilizar potasio fue evaluada en placas de Petri conteniendo medio
de cultivo Aleksandrov (Anexo A). Las placas inoculadas fueron incubadas por 5 dias a
30 2C, considerandose a una cepa solubilizadora de potasio, cuando se observé un halo
traslucido alrededor de la colonia. Como control positivo se utilizé la cepa Bacillus sp.
UYSBO04 (observacién del laboratorio) (Tabla 1).

Determinacion de la capacidad de producir sideréforos

Si bien anteriormente se habia determinado que las cepas UYSO10 y UYSO24 no eran
capaces de producir sideréforos en medio Cromo Azurol S. (CAS) [94], se decidid
realizar una nueva determinacion utilizando placas conteniendo medio de cultivo CAS
modificado. En este caso se sustituyd en la receta original del medio CAS (Anexo A), la
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fuente de C, utilizando acido malico 5 % (p/v), glucosa 2,5 % (p/v), piruvato de sodio
2,53 % (p/v) y acetato de sodio 2,46 % (p/v), teniendo en cuenta la composicidn del
medio NFCC. Las placas inoculadas fueron incubadas por 48 ha 30 2C, considerandose
una cepa positiva, cuando se observé un halo alrededor de la colonia. Como control
positivo se utilizé la cepa H. seropedicae Z67 (Tabla 1).

Ambas determinaciones descriptas se realizaron por triplicado.

1. 4 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE LAS CEPAS DE CRECER UTILIZANDO

DISTINTOS PH Y FUENTES DE CARBONO Y NITROGENO
La capacidad de las cepas en estudio de crecer en distintos medios de cultivo fue
evaluada mediante: (i) ensayos en placa de Petri y (ii) curvas de crecimiento. Los
ensayos se realizaron utilizando como medio de cultivo base LGlI, variando las fuentes
de Cy N utilizadas.
Las placas fueron inoculadas con 5 pl de células lavadas con NaCl 0,9 % (p/v)
provenientes de un cultivo crecido en medio LGl toda la noche. La evaluacién del
crecimiento se realizd a las 48 h pi, donde la condicién se considerd positiva cuando se
observo crecimiento en forma de colonia.
Por otra parte, las curvas de crecimiento se realizaron en microplacas de 96 pocillos
utilizando un espectrofotémetro de placa Varioskan Flash (Thermo Scientific). Para
ello, 1x 10° células de cada cepa, fueron inoculados en 200 pul del medio de cultivo a
evaluar, incubandose la placa con agitacién de 180 rpm a 30 9C. El crecimiento
bacteriano se evalué midiendo la D. O. g0nm cada 2 h, durante 60 h.
Las fuentes de Cy N se incorporaron en concentracion final 0,05 % (p/v) o (v/v), segun
correspondiese. Las fuentes de C ensayadas fueron: fructosa, lactosa, acido piruvico,
citrato de amonio, cis-aconitato, glicerina y vinaza de ALUR, etanol, CMC, avicel y
celobiosa y la fuente de N ensayada fue urea. Por otra parte, y también mediante
curvas de crecimiento, se evalud la capacidad de las cepas de crecer en: 1- medio de
cultivo rico TY, 2- medio MS 1/10 sin N, empleados en los ensayos de interaccién con
plantas, 3- medio MS 1/10 sin N sin fuente de C y suplementado con apoplasto de cafia
de azlcar, obtenido a partir de plantas adultas y 4- medio MS 1/10 sin N suplementado
con exudados radiculares, obtenido de plantas micropropagadas de la var. LCP
(Capitulo Il_1. 2. 5). El apoplasto se obtuvo mediante centrifugacidn de los internodos
de tallos de plantas de cafia de azucar provenientes de campo, previamente cortadas
en trozos de 5 cm y esterilizados en su superficie por flambeo. Los mismos fueron
colocados en tubos Falcon de 50 ml y sometidos a una primera centrifugacion de 300 g
durante 5 min. El liqguido obtenido fue descartado y se realizd una nueva
centrifugacién a 3.000 g durante 20 min, considerdandose el liquido obtenido como
apoplasto [89, 125].
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Por ultimo, se evalud la capacidad de crecer a pH 5, 6, 7 y 8. Para esto se inocularon
placas de Petri conteniendo medio de cultivo TY, al cual se le ajusté el pH. A las 48 h se
evalud la aparicion de colonias.

Todas las determinaciones descriptas se realizaron por triplicado, excepto las curvas de
crecimiento que se realizaron por cuadriplicado.

1. 5 DESCRIPCION DEL PROCESO DE INFECCION Y COLONIZACION DE PLANTAS DE CANA

DE AZUCAR MICROPROPAGADAS, POR PARTE DE LAS CEPAS UYSO10Y UYSO24

El estudio de la colonizacion de plantas de cafia de azlcar var. LCP se realizd mediante
el seguimiento de la colonizacion bacteriana por microscopia y el recuento de la
poblacién enddfita en los diferentes tejidos. En esta seccién se describen los ensayos
de: (1) seguimiento en el tiempo de la colonizacién e infeccién de plantas
micropropagadas de cafia de azlcar por la cepa UYSO24 mediante microscopia, (2)
identificacidon de las cepas UYSO10 y UYSO24 mediante antisueros especificos en los
tejidos vegetales y (3) cuantificacion de la colonizacion endofitica de plantas de cafia
de azucar por conteo de unidades formadoras de colonia (ufc) en placa y PCR
cuantitativa.

1. 5. 1 ESTUDIO DE LA COLONIZACION E INFECCION DE PLANTAS MICROPROPAGADAS DE CANA DE
AZUCAR POR LA CEPA UYSO24, MEDIANTE MICROSCOPIA

En esta aproximacion se emplearon técnicas de microscopia éptica (MO), electrdnica
de transmision (MET) y electrénica de barrido (MEB). Las mismas fueron realizadas
principalmente en el Laboratorio de Biologia Celular e Tecidual, de la Universidad
Estadual do Norte Fluminense en el marco de una pasantia. El analisis de las muestras
fue culminado con observaciones de MO realizadas en la plataforma de Microscopia
del IIBCE y observaciones de MEB realizadas en la Unidad de Microscopia Electrdnica
de la Facultad de Ciencias, UdelaR.

Para ello, plantas de cafa de azlcar var. LCP micropropagadas en etapa de
enraizamiento, fueron transferidas de a 4, a un nuevo frasco conteniendo 40 ml de
medio de cultivo MS modificado [123] y como soporte bolitas de polipropileno. Al
tercer dia los frascos que no mostraron contaminacién visible fueron inoculados con 1
x 10’ células de la cepa UYSO24 por planta. Como control negativo se utilizaron plantas
sin inocular. El experimento se mantuvo en cuarto de cultivo con un fotoperiodo de
16/8 h luz/oscuridad a 30 eC y las plantas fueron cosechadas a 1, 6, 12, 24,48 hy 6
dias pi. Se procesaron 2 plantas (réplicas bioldgicas) por tiempo de cosecha evaluado.
En el momento de la cosecha se separaron con un bisturi estéril, la base del tallo y las
raices. Los segmentos obtenidos fueron lavados con buffer fosfato y fijados con una
solucion de glutaraldehido 5 % (v/v) y paraformaldehido 4 % (p/v) en buffer fosfato,
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durante toda la noche a temperatura ambiente (James 1994). El fijador residual fue
removido mediante sucesivos lavados. Posteriormente se procedio a la deshidratacion
del material mediante la incubacién de los tejidos en una serie de soluciones de
concentracién creciente de EtOH (15, 30, 50, 70, 90 y 2 veces en 100 % (v/v)), durante
15 minutos en cada una de las soluciones.

Las muestras procesadas para MO y MET se sometieron a infiltraciéon con la resina
acrilica LR White (Sigma). La misma se realizé mediante la inmersién de la muestra en
soluciones de concentraciones crecientes de la resina, durante 7 dias a 4 °C [126].
Posteriormente, las muestras individuales, fueron cuidadosamente transferidas a
capsulas transparentes de gelatina conteniendo resina fresca, y orientadas para
obtener cortes transversales. Las cdpsulas se polimerizaron a 60 °C durante toda la
noche.

Mediante el empleo de un Ultramicrétomo Reichert Ultracut Leica, se realizaron cortes
semi-finos (0,9 —1 um) para MO con cuchillas de vidrio preparadas en un Knife maker Il
Reichert-Jung. Las secciones semi-finas fueron colectadas en portaobjetos de vidrio
conteniendo una gota de agua, fijadas en placa metdlica caliente, e inmediatamente
tefiidas con azul de toluidina 0,2 % (p/v) por unos segundos [126]. Los cortes se
visualizaron en MO de campo claro utilizando los lentes: 10x, 20x, 40x y 100x.

Para los estudios con MET se realizaron cortes ultrafinos de 60-70 nm en el
ultramicrétomo utilizando una cuchilla de diamante. Las secciones fueron colectadas
en gradillas de cobre hexagonal de malla 300—-400. Las muestras fueron secadas con
papel de filtro y contrastadas por inmersidn en una solucién de acetato de uranilo 5 %
(p/v) durante 20 minutos, seguido de 2 lavados con agua destilada. A continuacion, el
material se incubd con citrato de plomo 0,2 % (p/v) en NaOH 0,01 N por 4 -5 min,
seguido de 2 lavados con agua destilada [63]. Las muestras fueron examinadas en un
MET Zeiss EM-900.

Las muestras para estudios de MEB fueron fijadas, lavadas y deshidratadas con etanol
como fue descripto anteriormente. A continuacién, las mismas fueron transferidas al
equipo Critical Point Drying (CPD 030 BALTEC), para su secado completo.
Posteriormente fueron cubiertas con un metal conductor, en este caso con una
pelicula de paladio de aproximadamente 10 — 20 nm de espesor, por la aplicacién de
una corriente de 40 mA durante 150 s en un Sputter Coater SCD 050 (BALTEC). Las
muestras se observaron en un MEB Digital Scanning Microscope Zeiss DSM-962
utilizando un voltaje entre 15y 24 kv.

1. 5. 2 IDENTIFICACION DE LAS CEPAS INOCULADAS

La identificacidon de las bacterias inoculadas en los cortes de microscopia se realizé
mediante una inmuno-localizacién, utilizando antisueros especificos para las cepas
UYSO10 y UYSO24. En esta seccidn se analizaron también cortes obtenidos a partir de
muestras de plantas de cafia de azucar var. LCP micropropagadas e inoculadas con la
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cepa UYSO10, que fueron procesadas para estudios de MO y MET durante mi tesis de
maestria [93].

1. 5. 2. 1 OBTENCION DE LOS ANTISUEROS ESPECIFICOS

Para esto, las cepas bacterianas en estudio fueron crecidas en matraces conteniendo
medio de cultivo TY hasta fase exponencial, centrifugadas y lavadas con buffer fosfato.
Los pellets fueron suspendidos en formaldehido 3 % (v/v), incubados durante 16 h a 4
oC y lavados con abundante buffer fosfato. De esta suspensién un inéculo de 1x10°
células/ml fue utilizado como antigeno e inoculado con adyuvante de Freund en
conejo. El antisuero policlonal fue producido en el Laboratorio de Biotecnologia del
Polo Tecnoldgico de Pando (Facultad de Quimica, UdelaR).

La especificidad de los antisueros producidos fue evaluada en placas de 96 pocillos
mediante un ensayo de reaccidn cruzada utilizando la técnica de enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) [127]. En la misma se evalud la reaccién cruzada con
cepas aisladas a partir de variedades de cafa de azlcar cultivadas en nuestro pais,
incluyendo: Pseudomonas sp. UYSOO01, Acinetobacter sp. UYSO03, Pantoea sp.
UYSO13, Pseudomonas sp. UYSO14, Pseudomonas sp. UYSO21, Rhanella sp. UYSO22
[89]; asi como otras cepas diazdtrofas disponibles en el laboratorio: S. meliloti 242,
Rhizobium sp. UYPR7. 63, H. seropedicae 267 y G. diazotrophicusPal5 (Tabla 1). Para
esto, células crecidas toda la noche en medio de cultivo TY, fueron lavadas con NaCl
0,9 % (p/v) vy fijadas en formaldehido 0,1 % (v/v) durante 30 min a temperatura
ambiente. Inmediatamente y con el fin de adsorber las células a los pocillos de la
microplaca, las mismas fueron lavadas con buffer fosfato, sembradas a razén de 1 x
10% células/pocillo, e incubadas durante toda la noche a37 2C. A continuacién, los
pocillos fueron lavados 2 veces con una solucién de inmuno-bloqueo (Tween 0,5 %
(v/v), leche en polvo 3 % (v/v), azida sédica 1,2 % (p/v) en buffer fosfato 50 mM) (SIB).
Seguidamente, se realizé un bloqueo de 2 h con una solucién de bloqueo sin Tween
(SIB*), seguido de dos lavados con SIB. Posteriormente, se incubd la microplaca con el
antisuero primario en SIB* durante 2 h, seguido de 2 lavados con SIB* y una ultima
incubacién con un anticuerpo secundario de cabra anti-conejo conjugado a fosfatasa
alcalina en SIB* (1/500), durante 90 min. A continuacidn, se realizaron 2 lavados con
solucién SIB, uno con agua y finalmente la microplaca fue incubada con una solucién
de p-nitrofenil fosfato 0,014 % (p/v) en buffer Na,C030,5 M pH 9.8. La reaccidn se
detuvo mediante el agregado de 50 pul por pocillo de NaOH 3 M, midiéndose la
absorbancia a 405 nm.

En el disefio del ensayo, se evaluaron las diluciones del antisuero primario 1/1.000,
1/5.000, 1/10.000 y 1/50.000. A su vez se emplearon como controles pocillos en los
cuales no se agregd el anticuerpo secundario y pocillos empleando suero pre-inmune
en vez del antisuero.

Luego del primer ELISA realizado, los antisueros fueron purificados por adsorcién con
las cepas que mostraron mayor reaccién cruzada. Para la purificacién de los antisueros,
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se partié de 200 ml de cultivo bien crecido de las cepas seleccionadas. Los mismos
fueron centrifugados a 5.000 g durante 10 min y las células suspendidas y fijadas en
una solucion de formaldehido 0,5 % (v/v) en buffer fosfato durante 2 h a 37 °C. Luego
de fijadas, las células fueron lavadas 3 veces con buffer fosfato y suspendidas en leche
descremada en polvo 3 % (p/v) en buffer fosfato junto con una dilucidn del antisuero
de 1:50, durante 2 h a 4 °C. Finalmente, la suspensiéon fue centrifugada y el
sobrenadante utilizado como solucion de trabajo del antisuero especifico. A
continuacién, se evalué nuevamente la reaccion cruzada mediante un nuevo ensayo
de ELISA.

1. 5. 2. 2 IDENTIFICACION DE LAS CEPAS EN ESTUDIO EN CORTES SEMI-FINOS Y ULTRAFINOS DE
TEJIDOS DE PLANTAS, EMPLEANDO ANTISUEROS ESPECIFICOS
Para la visualizacién por MO, se realizaron cortes semi-finos como se describid
anteriormente, los cuales fueron colectados en portaobjetos de vidrio cubiertos con
BioBond (Life Science, USA). Posteriormente, los mismos fueron incubados primero
durante 1 h en SIB y luego por 1 h con una dilucién 1:10 del antisuero purificado o del
suero pre-inmune en SIB*. Luego de 3 lavados, los cortes fueron incubados durante 1 h
en una dilucién 1:50, del anticuerpo secundario de cabra anti-conejo con una particula
de oro de 5 nm (British Biocell International, UK) en SIB (James et al 1994). La marca de
oro fue potenciada utilizando el kit de multiplicacion de plata (BB Solutions, UK),
siguiendo la recomendacién del fabricante.
En el caso de la observacién por MET se utilizd el mismo protocolo, pero en este caso,
el anticuerpo secundario utilizado tenia asociado una particula de oro de 15 nm (BB
Solutions, UK). Los controles realizados en el andlisis de los cortes seriados fueron:
omisidn del antisuero primario y reemplazo del antisuero primario por suero pre-
inmune en la dilucién apropiada.
Las muestras fueron visualizadas mediante el uso de un MO de campo claro y un MET
Zeiss EM-900.

1. 5. 3 CUANTIFICACION DE LA COLONIZACION ENDOFITA POR LAS CEPAS UYSO10 Y UYSO24 EN
TEJIDOS DE PLANTAS CANAS DE AZUCAR MICROPROPAGADAS

Para esto se realizaron dos estrategias de cuantificacién: (i) mediante recuento
bacteriano por ufc, y (ii) mediante PCR cuantitativa. Como modelo de estudio se
emplearon muestras de tejidos de plantas provenientes de un ensayo de interaccion
planta-bacteria igual al descripto en la seccién 1.4.1 de este capitulo. En ambas
aproximaciones, las cuantificaciones se realizaron por triplicado biolégico, asi como
triplicado técnico en el caso de recuento por ufc y duplicado técnico en el caso de la
PCR cuantitativa.
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1. 5. 3. 1 CUANTIFICACION DE LA COLONIZACION ENDOFITA MEDIANTE RECUENTO BACTERIANO:
METODO DE LA GOTA

Las plantas fueron cosechadas y esterilizadas en su superficie, mediante una primera
inmersion en etanol 70 % (v/v) durante 1 min, seguido de una incubacién en
hipoclorito de sodio 2 % (v/v) por 15 min y finalmente sucesivos lavados con agua
destilada estéril [128]. A continuacién, raices y tejido aéreo fueron macerados por
separado con un mortero esterilizado utilizando 1 g de tejido en 9 ml de NaCl 0,9 %
(p/v) estéril y considerando él macerado obtenido como la dilucién -1. Diez microlitros
de cada diluciéon (-1 a -6), fueron sembrados por triplicado en placas de Petri
conteniendo medio de cultivo TY.

1. 5. 3.2 PUESTA A PUNTO DE LA CUANTIFICACION DE LAS CEPAS UYSO10 Yy UYSO24 EN TEJIDOS
DE PLANTAS POR PCR CUANTITATIVA

Previamente, se disefiaron cebadores especificos para las cepas UYSO10 (UYSO10for:
5" CCGTGCTGATTGACGGTTA 3" y UYSO10rev: 5° TCACATCCGGACTTGACAGAC 3') y
UYS024 (UYSO24for: 5° TGACTGTAGTCGGAGAAGAAGC 3° vy UYSO24rev: 5’
CAGTATCAAAGGCAGTTCCG 3°), a partir de la secuencia del gen ARNr 16S [93]. La
especificidad de los mismos fue evaluada in silico y el producto de la reaccion de PCR
confirmado mediante secuenciacién. En este estudio se comenzd evaluando la
especificidad de los cebadores in vitro, empleando como molde ADN gendmico de las
cepas: Pseudomonas sp. UYSOO1, Acinetobacter sp. UYSOO03, Agrobacterium sp.
UYSOO04, Enterobacter sp. UYSO08, Enterobacter sp. UYSO09, Pantoea sp. UYSO13,
Pseudomonas sp. UYSO21, Stenotrophomonas sp. UYSO27 y Xanthomonas sp. UYSO35
(Tabla 1).

La reaccion de PCR cuantitativa fue realizada utilizando el equipo CFX96 Touch Real-
Time PCR (BIORAD) y las medidas correspondientes mediante la aproximacion
SybrGreen [129]. La mezcla de reaccidon de PCR se realizé con el kit iQ SYBR Green
Supermix (BIORAD), utilizando 1 uM de cada cebador y 4 ng de ADN molde, en un
volumen total de 25 pl. Las condiciones de la PCR fueron: 1 ciclo durante 10 min a 95
2C, 40 ciclos de 15 s a 95 2C, 30 s a 58 2C (al final de este paso se tomé la medida de
fluorescencia) y finalmente durante 30 s a 72 oC. La especificidad del producto fue
confirmada en una curva de disociacidn realizada entre 65 - 95 2C, aumentando de 0,5
9C cada 5 s. Los datos se analizaron en el software BIORAD CFX Manager 3. 1.

1. 5. 3. 3 CUANTIFICACION DE LA COLONIZACION ENDOFITA EN LOS TEJIDOS DE LAS PLANTAS
MEDIANTE PCR CUANTITATIVA

Con el objetivo de desprender las células adheridas a las raices de las plantas, las
mismas fueron sonicadas durante 5 min en buffer fosfato y agitadas con vortex por 1
min en buffer fosfato fresco. A continuacién, la parte aérea fue separada de la
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radicular con un bisturi estéril. A partir de 200 y 500 mg de raices y parte aérea
respectivamente, se extrajo el ADN total utilizando el kit comercial PowerSoil® DNA
Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc.). EIl ADN obtenido fue cuantificado utilizando
un espectrofotdmetro NanoDropl000 (Thermo Scientific) y su calidad evaluada
mediante una corrida electroforética en gel de agarosa 1 % (p/v).

Posteriormente el ADN fue sometido por duplicado (réplica técnica) a la reaccion de
PCR cuantitativa descripta en el punto 1.4.3.2. La cuantificacién absoluta de las
muestras se realizé mediante la comparacidn con una curva estandar realizada a partir
del ADN extraido de cultivos puros de las cepas UYSO10 o UYSO24. La curva se realizd
utilizando diluciones seriadas al décimo, por triplicado. El nimero de copias del gen
ARNr 16S se calculd usando la formula siguiente féormula [129]:

6,02 x 10 (copias/mol) x cantidad de ADN (g)
largo del ADN (pb) x 660 (g/mol/pb)

Equivalente genédmico=

Para aplicar la férmula se considerd que (i) el nimero de copias de cada gen en el
genoma es uno (Beracochea com. pers.), y (ii) como aproximacién del tamafio del
genoma se tomd el tamafio reportado para cepas secuenciadas filogenéticamente
cercanas.

Los valores obtenidos fueron analizados estadisticamente utilizando el programa
Infostat v2015e. Para ello se aplicé un analisis de varianza (ANAVA) con un p-valor <
0,05 y de existir diferencias significativas, las medias de los tratamientos se
compararon utilizando la prueba de Tukey considerando un p-valor < 0,05.
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2. RESULTADOS

2. 1 IDENTIFICACION DE CARACTERISTICAS FENOTIPICAS BACTERIANAS EN LAS CEPAS
UYSO10 Y UYSO24, POSIBLEMENTE VINCULADAS A LA INTERACCION PLANTA-

BACTERIA
2.1. 1 DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE ENZIMAS POTENCIALMENTE DEGRADADORAS DE LA
PARED CELULAR VEGETAL.
Los resultados mostraron que la Unica actividad positiva comuin a ambas cepas fue la
presencia de endoglucanasas (celulasas). Por su parte, la cepa UYSO24 presentd
actividad lacasa, y ninguna de las cepas mostrd actividad hemicelulasa, proteasa o
peroxidasa bajo las condiciones ensayadas (Figura 1; Tabla 2).

Control UYSO10 UYSO24 Control UYSO10 UYSO24

(b)
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] :
Control UYSO10 UYS024

B

UYSO10 UYS0O24

[ S AT - SR
Control UYSO24 UYSO10 Control UYSO24 UYSO10

(d)

(©)

(e) (f)

Figura 1. Vista de los ensayos en placa realizados para evaluar las actividades: endoglucanasas (a),
hemicelulasas (b), proteasas (c), peroxidasas (d), lacasas usando como sustrato guaiacol (e) y ABR (f).

2.1. 2 DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS ANTIOXIDANTES
Los resultados obtenidos mostraron que ambas cepas presentaron actividad
superoxido dismutasa y catalasa (Tabla 2, Figura 2).
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Tabla 2. Determinacién de potenciales caracteristicas fenotipicas bacterianas involucradas en la

interaccion planta-bacteria.

Caracteristicas vinculadas a la infeccion e

interaccion

Cepas bacterianas

UYSO10

UYS024

Presencia de
enzimas

Endoglucanasas
Hemicelulasas
Proteasas
Peroxidasas
Mn-peroxidasas
Lacasas (ABR)
Lacasas (guaiacol)
Catalasa

SOD

ACC desaminasa

+

+

Movilidad

Presencia de flagelos
Swimming
Swarming

Twitching

+ |+ + + o+ +

+
)

Produccidén de
biopeliculas

TY/48 h
TY/96 h

MS+°/96 h

++

++

Reserva

Produccion de PHB

®La actividad se observé positiva a las 72 h pi; ®medio de cultivo TY incubado a diferentes tiempos;
‘medio de cultivo MS suplementado con exudados.

@)

uUYSo10 uyso24

uYSso10

UYS024

267

(b)

Figura 2. Vista de las actividades: (a) superdxido dismutasa y (b) catalasa, mediante geles de

poliacrilamida nativos. Las cepas evaluadas fueron: UYSO10, UYSO24 y la cepa de referencia Z67.
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2. 1. 3 DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE LA ENZIMA ACC DESAMINASA

Para evaluar la presencia de la enzima ACC desaminasa se realizaron dos
aproximaciones. La primera se basa en que la enzima cliva la molécula de ACC dando
como productos a-cetobutirato y amonio y de esta forma se puede utilizar el amonio
formado como fuente de N, lo cual fue evaluado mediante curvas de crecimiento.
Utilizando esta aproximacién, no se observd crecimiento bacteriano de las cepas
UYSO10 y UYSO24 cuando se crecieron en medio conteniendo ACC como Unica fuente
de N (Figura 3). Sin embargo, se detectd crecimiento bacteriano y por tanto
indirectamente actividad de la enzima en las cepas utilizadas como control (H.
seropedicae 267 y P. putida KT2440). En particular, la cepa Z67 mostré un pico de
crecimiento a las 22 h, mientras que la cepa KT2440 crecié a partir de las 40 h (Figura
3).
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Figura 3. Curvas de crecimiento de las cepasUYSO10, UYSO24, 267y KT2440 en medios de cultivo LGI
suplementado con diferentes fuentes de N.

La segunda estrategia consistid en amplificar mediante PCR el gen que codifica para la
enzima ACC desaminasa (acdS), evaludndose variaciones en la temperatura de
hibridacion de los cebadores. Los resultados mostraron la presencia de multiples
bandas tanto en las cepas UYSO10 y UYSO24, asi como en las cepas utilizadas como
control (Figura 4). Asimismo, en las cepas utilizadas como control no se identificé con
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claridad un amplicén con el tamafio esperado. A partir del gel obtenido se escindieron
y secuenciaron aquellos productos de las cepas en estudio, que mostraron un tamafio
similar al esperado segun la bibliografia, asi como algunos mas intensos. Mediante esta
aproximacion se pudo confirmar la presencia del gen acdS en la cepa UYSO24 (Tabla 2).
Por lo tanto, los resultados mostraron que la cepa UYSO24 presenta el gen acdsS, sin
embargo, no se pudo detectar esta actividad enzimdtica en las condiciones ensayadas.

e w2 A DaMBM B 2. 8 9 10

Figura 4. Gel de agarosa mostrando el producto de amplificacién del gen acdS, utilizando los
cebadoresAccF-AccR (carriles 1 al 5) y F1937-F1939 (carriles 6 al 10). Carriles: 1 y 10- control negativo
sin ADN, 2 y 6- cepa Z67, 3 y 7- cepa KT2440,4 y 8- cepa UYSO10 y 5y 9- cepa UYSO24. El marcador de
peso molecular (MPM) utilizado fue Generuler 1 Kb de Thermo Fisher Scientific. Tamafio de los
amplicones esperados: 996 pb para los cebadores AccF y AccRy 516 pb para los cebadores F1937-F1939.
En rectangulos rojos se indica la zona donde se esperaba obtener el amplicén. Las flechas blancas
indican las bandas recortadas del gel y enviadas para su secuenciacion, mientras que la flecha de mayor
tamanio indica la banda que por secuenciacién corresponde al gen acdsS.

2. 1. 4 DETERMINACION DE LA MOVILIDAD BACTERIANA

Mediante MET y utilizando la técnica de tincidén negativa, se confirmé la presencia de
flagelos en las cepas UYSO10 y UYSO24 (Tabla 2, Figura 5). En particular se
identificaron entre 5-6 flagelos en la cepa UYSO10.

En referencia a los ensayos de placa, la cepa UYSO10 mostrd ser capaz de moverse en
forma de swimming y twitching, mientras que la cepa UYSO24 no mostrd ninguno de
este tipo de movilidades bajo las condiciones evaluadas (Tabla 2,Figura 6).
Curiosamente, luego de 72 h pi la cepa UYSO24 comenzé a desplazarse en el ensayo de
swimming, aunque dicho movimiento no logro cubrir la placa de Petri como la cepa
UYSO10 (Figura 6).
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Figura 5. Micrografia electrdnica de suspensiones bacterianas de las cepas a- UYSO10 (barra=2 pum) vy b-
UYS024 (barra = 2 um), contrastadas con tincion negativa.

UYSO10 24 h pi UYSO24 24 h pi UYS024 72 h pi

Figura 6. Vista de las placas donde se evalué la capacidad de moverse en forma de swimming, en las
cepas UYSO10 (a) y UYSO24 (b y c). La observacién se realizéd alas 24 h (ay b) y 72 h (c) pi.

2. 1.5 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE FORMACION DE BIOPELICULAS

Los resultados mostraron que las cepas UYSO10 y UYSO24 no fueron capaces de
formar biopeliculas en el medio de cultivo TY, a las 48 h. Sin embargo, se detecté la
formacién de biopeliculas a las 96 h por la cepa UYSO24 (Tabla 2, Tabla 3).

Tabla 3. Cuantificacion de la produccidn de biopeliculas.

Control uUYsoO10 uyso24 uyso14

TY?/48 h 1,61+0,31 1,77+0,20 1,71+0,37 3,65+0,36
TY/96 h 0,25+0,06 0,24+0,02 1,40+0,23 1,70%0,31

MS+b/96 h 024+004 0,27+0,03 2,05+0,47 0,46+0,09
*Medio de cultivo TY incubado a diferentes tiempos; ®medio de cultivo MS suplementado con exudados.
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2. 1. 6 DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE POLIHIDROXIBUTIRATO
En este caso, los resultados mostraron que ninguna de las cepas evaluadas acumulé
lipidos en las condiciones ensayadas (Tabla 2, Figura 7).

Z67 UYSO10 UYS0O24

Figura 7. Vista del ensayo en placa realizado para la deteccién de PHB y/o acumulacién de lipidos. Se
evaluaron las cepas UYSO10 y UYSO24 y como control positivo se utilizé la cepa Z267.

2. 2. IDENTIFICACION DE CARACTERISTICAS FENOTIPICAS EN LAS CEPAS UYSO10 Y
UYSO24 POSIBLEMENTE INVOLUCRADAS EN LA PROMOCION DEL CRECIMIENTO

VEGETAL
A partir de la evaluacion de una variante del medio de cultivo para la deteccion de
siderdforos (CAS), se identific6 como positiva la cepa UYSO10 en las condiciones
ensayadas (Figura 8a).
Por ultimo, se observd que la cepa UYSO10 también fue capaz de solubilizar potasio
(Figura 8b).

267 UYSO10 UYSO24

(b)

UYSBO4 UYSO10 UYSO24

Figura 8. Vista de los ensayos en placa para la detecciéon de productores de sideréforos (a) y
solubilizadores de potasio (b). UYSO10: cepa Kosakonia sp. UYSO10, UYSO24 Rhizobium sp. UYSO24,
267: cepa H. seropedicae Z67 (control positivo) y UYSBO4: Bacillus sp. UYSB04 (control positivo).
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2. 3 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE LAS CEPAS UYSO10 Y UYSO24 DE CRECER
EN DIFERENTES FUENTES DE C, N Y EN DISTINTOS PH
Por un lado, se evalué la capacidad de las cepas de crecer mediante curvas de

crecimiento en: 1- apoplasto (simulando los tejidos internos) y 2- medio de cultivo MS
suplementado con exudados radiculares (simulando la rizosfera).

Los resultados mostraron que ambas cepas fueron capaces de crecer tanto en la
suspension de apoplasto pura obtenida a partir de la centrifugacién de tallos de cafias
de azucar var. LCP cosechados en campo, asi como en la suspensién diluida en medio
MS (Figura 9, Tabla 4 y 5). En estas condiciones, la cepa UYSO10 mostré una fase de
adaptacion menor a la cepa UYSO24 (6-8 h vs 14-16 h) (Figura 9).

Por otra parte, en ambas cepas el crecimiento bacteriano en presencia de exudados
radiculares cosechados a partir de plantas micropropagadas de cafia de azucar var.
LCP, fue lento alcanzando la fase estacionaria con un menor incremento en la biomasa,
con poblaciones de 10® células/ml (Figura 9, Tabla 4 y 5). No obstante, dicho
crecimiento fue mejor, en comparacion con el medio de cultivo MS suplementado o no
con N (Figura 9). Es de destacar que todas las curvas realizadas en medio MS
mostraron una fase de adaptacion larga, siendo mayores los tiempos de esta fase
nuevamente para la cepa UYS024 (8-12 h vs 28-32 h).

(a) o Kosakonia sp. UYSO10 b) Rhizobium sp. UYSO24

"

Medio de cultivo:

- TY
MS + exudados

Densidad 6ptica (Abs 620)
Densidad éptica (Abs 620)

MS +N
MS
r =
Tiempo (h) Tiempo (h)

(© Kosakonia sp. UYSO10 () Rhizobium sp. UYSO24

c

1
9% ¢ Ea ¥

—_— _ ¥ 2 —_

g ! II a \ § ¥ E‘

3 A 905 A

< e afll < g Apoplasto:

8 3 3 = 100 % (v/v)
3 A 2 — 83 % (v/v)
he} A o

3 bl

2 2

8 &

Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 9. Curvas de crecimiento de las cepas UYSO10 (ay c) y UYSO24 (b y d), en los medios de cultivo
TY, MS, MS + Ny MS + exudados (a y b), apoplasto puro y MS + apoplasto (cy d).
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Tabla 4. Parametros de crecimiento de las cepas UYSO10 y UYSO24, en los medios de cultivo TY, MS, MS
+ N, MS + exudados, apoplasto puro y MS + apoplasto.

MS + Apoplasto Apoplasto

TY MS MS + N puro (100 % diluido (8, 3 %
exudados
(v/v)) (v/v)
Kosakonia sp. UYSO10
velocidad 016 0062 0,078 0,17 0,10 0,04
maxima (h™)
Tiempo de
generacion 4,25 11,17 8, 86 4,05 6,88 15,8
maximo (h)
Cosechamaxima 4 159 15410° 1,6x10° 22x10°  7,9x10° 5,4 x 10°
(células)
Rhizobium sp. UYSO24
velocidad 024 0052 0058 0,085 0,13 0,065
maxima (h™)
Tiempo de
generacion 2,84 13,27 11,96 8,14 5,40 10,54
maximo (h)
Cosechamaxima ) ¢ 159 50x10° 20x10° 3,0%x10° 9,2x10°  3,8x10°
(células)

Al evaluarse si las cepas en estudio son capaces de utilizar como fuente de C polimeros
vegetales, los resultados confirmaron la capacidad de degradar CMC por ambas cepas.
A su vez, se complementé una caracterizacién previa sobre la capacidad de crecer en
distintas fuentes de Cy N [94], confirmando ambas cepas poseen una gran versatilidad
para el uso de las mismas (Tabla 5).

Por ultimo, se observd que ambas cepas pueden crecer en el rango de pH entre 5y 8.
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Tabla 5. Capacidad de las cepasUYSO10 y UYSO24 de crecer en diferentes fuentes de Cy N.

UYSO10 UYSO24 Referencia
Fuentes de C
Azicares
Sacarosa (5,100 y 200 g/I) + + [94]
Fructosa + + Este trabajo
Acnr® (5,100 y 200 g/I) + + [94]
Glucosa + + [94]
Lactosa - - Este trabajo
Manitol + + [94]
Acidos orgdnicos
Acido malico + + [94]
Acido piravico + + Este trabajo
Citrato + + Este trabajo
Cis-aconitato - - Este trabajo
Productos y subproductos de la produccion de etanol
Glicerol commercial + + [94]
Glicerina de ALUR + + Este trabajo
Vinaza - - Este trabajo
Etanol + - Este trabajo
Componentes vegetales
Apoplasto de cafia de aztcar® + + Este trabajo
CcMC + + Este trabajo
Avicel - - Este trabajo
Celobiosa - - Este trabajo
Fuentes de N
Principales formas inorgdnica de N
Cloruro de amonio + + [94]
Sulfato de amonio + + [94]
Nitrato de potasio + + [94]
N orgdnico: aminodcidos con N
L-tirosina + + [94]
L-asparagina + + [94]
L-acidoglutamico + + [94]
Otras moléculas orgdnicas
Urea + + Este trabajo
Componente vegetal
Exudados radiculares + + Este trabajo
Apoplasto de cafia de aztcar® + + Este trabajo

®Azlcar de cafia no refinada, obtenida en ALUR; °E| apoplasto fue evaluado como fuente de Cy N.
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2. 4 LOCALIZACION Y CUANTIFICACION DE LAS CEPAS UYSO10 Y UYSO24 EN LOS
TEJIDOS INTERNOS DE PLANTAS MICROPROPAGADAS DE CANA DE AZUCAR VAR.
LCP

En las siguientes secciones se describirdn los resultados de la puesta a punto del

empleo de antisueros especificos generados contra las cepas UYSO10 y UYSO24 y su

uso en microscopia, asi como la técnica de PCR cuantitativa para la identificacion y

cuantificacidn de los aislamientos durante la interaccidn con la planta en el tiempo.

2. 4. 1 ESPECIFICIDAD DE LOS ANTISUEROS CEPA ESPECIFICOS PRODUCIDOS

La reaccion cruzada de los antisueros producidos fue evaluada en ensayos de ELISA
(Tabla 6). A partir de los resultados obtenidos se seleccionaron las cepas que
mostraron mayor reaccidn cruzada. Las mismas fueron empleadas para purificar los
antisueros, los cuales fueron nuevamente evaluados en un ensayo de ELISA. Los
resultados mostraron que luego de la purificacidon de los antisueros, las reacciones
inespecificas disminuyeron (Tabla 5). Asimismo, la especificidad de los antisueros se
corroboré por MO secciones semi-finas donde estaban incluidas las cepas: Kosakonia
sp. UYSO10, Rhizobium sp. UYSO24, Rhanella sp. UYSO22 y Acinetobacter sp. UYSOO03,
empledndose como control, aquellas secciones que no presentaron marcado de oro
(datos no mostrados). A partir de las imagenes obtenidas se observo que el antisuero
reconoce especificamente las bacterias que fueron empleadas como antigeno y no se
observa sefial de fondo (Figuras 11d y 12).

Tabla 6. Estudio de la especificidad de los antisueros producidos contra las cepas UYSO10 y UYSO24,
mediante ELISA.

Reaccion (%)
Anti - UYSO10 Anti - UYSO24
Sin Sin
purificar  Purificado  purificar  Purificado

Cepa

Aislamientos nativos

Pseudomonas sp. UYSO01 8.9 15.6 86.3* 28
Acinetobacter sp. UYSO03 5.8 7.5 - 13.2
Kosakonia sp. UYSO10 100 100 18.5 30.3
Pantoea sp. UYSO13 33.8* 11.6 26.5 29.6
Pseudomonas sp. UYSO14 10 23.7 19* 19.7
Pseudomonas sp. UYSO21 12.4 13.2 38.2* 22.4
Rahnella sp. UYSO22 16.5* 11.5 - 32.8
Rhizobium sp. UYSO24 13.8 3.9 100 100
Cepas referencia

G. diazotrophicusPal5 - 14.7 23.8 16.2
H. seropedicae 7267 11.0 16 45.6* 2
Rhizobium sp. UYPR7. 63 - - 19.2 -
S. meliloti 242 - 10 98.2* 8.3

**” Cepas empleadas para realizar la purificacion de los antisueros.
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2. 4.2 COLONIZACION DE PLANTAS DE CANAS DE AZUCAR VAR. LCP POR LA CEPAUYSO24

Mediante MEB se observd a las 4 h pi, escasas células aisladas y pequefios agregados
en la cofia de las raices. A partir de las 12 h pi se observé una profusa colonizacion
sobre las raices, en forma de agregados, asi como formando biopeliculas,
principalmente en la zona de los pelos radiculares (Figura 10a) y en tejidos
meristematicos en la cofia y en la zona de emergencia de las raices laterales (Figura
10b, c). Por otro lado, la superficie de la base del tallo fue colonizada tempranamente
(4 h pi), por células individuales que se adhirieron de forma no polar (datos no
mostrados). Mientras que a las 12h pi, se observaron bacterias formando pequeiias

biopeliculas (Figura 10d).

Figura 10. Micrografias de MEB mostrando la colonizacion por la cepa UYSO24, de la superficie de
plantas de cafia de azlcar micropropagadas a las 24 h pi. a- Biopelicula en forma de capa en la zona de
la raiz con pelos radiculares (barra = 50 um). Formacion de una biopelicula en la zona de b- emergencia
de raices secundarias (barra = 50 um) y c- en la cofia (barra = 50 um). d- Formacién de agregados en la
superficie del tejido aéreo a las 12 h pi (barra = 10 um). Las flechas blancas indican bacterias. B-
biopelicula, Pr- pelo radicular.

La presencia de Rhizobium sp. UYSO24 dentro de los tejidos de la planta fue baja,
discreta y raramente observada colonizando los espacios intercelulares (Figura 11a—d).
A su vez, la colonizacién de los vasos de xilema fue detectada a partir de las 12 h pi,
principalmente en el tallo, y por células individuales o pequefios agregados (Figura
11e, f). Por otro lado, no se observaron bacterias en la superficie de los estomas y
cavidades subestomaticas. Asimismo, si bien se observd una reaccién de la planta
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entre los espacios intercelulares en el cértex de la raiz y en algunos tejidos vasculares,
la misma no necesariamente se encuentra asociada a la presencia bacteriana.

colonizacién interna de los tejidos de cafias de azlUcar micropropagadas por la cepa UYSO24. a, b y c-
colonizacién de los espacios intercelulares del tallo a las 12 h pi (a) (barra =1 um), 24 h pi (b) (barra = 10
pum) y 48 h pi (c) (barra = 2 um). d- célula en el espacio intercelular del tallo que se encuentra inmuno-
marcada con el antisuero contra Rhizobium sp. UYSO24 (barra = 500 nm). e, f- colonizacion del tejido
vascular del tallo a las 12 h pi (e) (barra =10 um) y 48 h pi (f) (barra = 25 um). Las bacterias son indicadas

con flechas negras. Ic- espacio intercelular. v- tejido vascular.
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2. 4.3 COLONIZACION DE CANAS DE AZUCAR VAR. LCP POR LA CEPA UYSO10

Previamente, se describié el proceso de colonizaciéon e infeccién de los tejidos internos
de plantas de cafia de azlcar en el tiempo por la cepa UYSO10 [93]. En el presente
trabajo se corroboré la presencia de la cepa UYSO10 dentro de los tejidos de la planta,

empleando el antisuero especifico producido y purificado para dicha cepa (Figura 12 y
13).

' - . _
Figura 12. Micrografias de MET de secciones transversales de tallos de cafia de azlUcar mostrando
bacterias marcadas por inmuno-localizacidn con oro, utilizando el antisuero contra la cepa UYSO10. Se
observa la colonizacion del espacio intercelular a las a- 24 h pi (barra = 100 nm) y b- 48 h pi (barra = 200
nm). Las flechas negras sefialan las particulas de oro asociadas al anticuerpo secundario. Ei- espacio
intercelular.
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Figura 13. Micrografias de MO de secciones transversales de tallos de cafia de azlcar colonizadas por la
cepa UYSO10. Se observa la colonizacidn del espacio intercelular (a y b) y de los haces vasculares (¢, d y
e), por la cepa UYSO10 en la base del tallo. a, ¢ y e- secciones marcadas con el antisuero contra la cepa
UYS010, inmuno-localizadas con oro y la sefial amplificada con plata. b y d- mismas secciones tefiidas
con azul de toluidina. Barras:ay b =30 um, cy d = 40 um y e- 25 um (amplificacién de c). Ei- espacio
intercelular. v- tejido vascular.

2. 4.4 PUESTA A PUNTO DE LA DETECCION DE LAS CEPAS EN ESTUDIO POR PCR CUANTITATIVA

Los resultados confirmaron la especificidad de los cebadores in vivo utilizando como
molde cepas cercanas filogenéticamente, asi como cepas aisladas de plantas de cafa
de azucar de colecciones del laboratorio (Figura 14). Si bien la mayoria de las cepas
evaluadas mostraron amplificacion (aumento de la fluorescencia), dicha amplificacion
se realizé en ciclos tardios en comparacién con la cepa especifica.
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En relacién con la eficiencia de la PCR, para los cebadores de la cepa UYSO10,la mds
baja obtenida fue de 90,2 %, mientras que para los cebadores de la cepa UYSO24,la
misma fue de 91,2; con valores de r’ de 0,993 y 0,997 y pendientes de -3,581 y -3,553
respectivamente.
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Figura 14. Andlisis de la especificidad in vivo de los cebadores utilizados para las cepas UYSO10 y
UYS024, en los experimentos PCR cuantitativa. (a) Corrida de PCR utilizando los cebadores especificos
para UYSO10: 1- Kosakonia sp. UYSO10, 2- Acinetobacter sp. UYSO03, 3- Enterobacter sp. UYSOQ9, 4-
Enterobacter sp. UYSO08, 5- Pantoea sp. UYSO13, 6- Rhizobium sp. UYSO24, 7- Stenotrophomonas sp.
UYS027, 8- Pseudomonas sp. UYSO21, 9- Agrobacterium sp. UYSO04, 10- Pseudomonas sp. UYSO01 y
11- control sin ADN. (b) Corrida de PCR utilizando los cebadores especificos para UYS024: 1- Rhizobium
sp. UYSO24, 2- Pantoea sp. UYSO13, 3- Pseudomonas sp. UYSOO01, 4- Kosakonia sp. UYSO10, 5-
Xanthomonas sp. UYSO35, 6- Agrobacterium sp. UYSO04y 7- control sin ADN.

2. 4.5 CUANTIFICACION DE LA COLONIZACION DE PLANTAS DE CANAS DE AZUCAR VAR. LCP POR LA
CEPA UYSO24

El recuento de la cepa UYSO24 en los tejidos internos de la planta se realizé de manera
secuencial mediante recuento en placa (1,12 y 24 h pi), y mediante PCR cuantitativa
(48 h y 6 dias pi). Los resultados detectaron la presencia de la cepa en estudio a partir
de 12 h pi en la raiz. A partir de ese momento la poblacién endofitica de la raiz fue
aumentando hasta alcanzar un méaximo de 10’ ufc/g de tejido fresco a las 24 h piy
disminuyd a los 6 d pi hasta una poblacién de 10° equivalentes gendmicos/g de tejido
fresco (Figura 12). Por otro lado, la poblacidn endofitica en el tejido aéreo fue
detectada también a partir de las 12 h pi, observandose a continuacién un incremento

48



de la poblacién alcanzando un maximo de 10°-10” ufc/g a las 24 h pi. A los 6 dias pi, la
poblacién aérea se mantuvo (Figura 15). Posteriormente, se verificaron los resultados
inicialmente obtenidos utilizando el tamafio del genoma de una cepa
filogenéticamente cercana, con el tamano del genoma de la cepa UYSO24 (Beracochea
en preparacion).

Enumeracion Recuento en placa PCR cuantitativa
bacteriana (ufc/g) Equivalentes gendmicos/g
1 L
1E+08 | 1 f :
'y b z a a=b
E
1E+06 ¥ Raices
LE+04 Tejido aéreo
1,6402
1,E+00
1h 12h 24h 48h 6d
__, Tiempo post
inoculacion

Figura 15. Cuantificacién de la poblacién endofitica de la cepa UYSO24 en raices y tallos de plantas de
cafia de azucar inoculadas.

2. 4.6 CUANTIFICACION DE LA COLONIZACION DE PLANTAS DE CANAS DE AZUCAR VAR. LCP POR LA
CEPA UYSO10

Asimismo, se realizé también la cuantificacion de la cepa UYSO10 en los tejidos
internos de la planta de manera secuencial, mediante recuento en placa (1, 12y 24 h
pi) y mediante PCR cuantitativa (48 h y 6 dias pi). En este caso, la poblacién en las
raices fue del orden de 10° ufc/g de tejido fresco a las 12 h y se mantuvo a partir de las
24 h en 10’ ufc/g o n2 de copias/g de tejido fresco (Figura 15). En el tejido aéreo se
detectaron a las 12 h pi poblaciones de 10° ufc/g de tejido fresco, alcanzando a partir
de las 48 h pi poblaciones de 10°-10’ equivalentes genémicos/g de tejido fresco (Figura
16). Posteriormente, utilizando el tamafio del genoma de la cepa UYSO10 (Beracochea
en preparacion), se verificaron los resultados obtenidos.

Enumeracién Recuento en placa PCR cuantitativa
bacteriana (ufc/g) Equivalentes genomicos/g
1 1
1,E+08 '

1 T !
ab a bc
c =
I,
LE+06
LE+04
1E+02
L,E+00
1h 12h 24h 48h 6d

»
L

Tiempo post
inoculacion

m Raices = Tejido aéreo

Figura 16. Cuantificacion de la poblacién endofitica de la cepa UYSO10 en raices y tallos de plantas de
cafia de azlcar inoculadas.
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2. 4.7 TRATAMIENTOS CONTROL Y REFERENCIA

En paralelo y mediante MEB y MO, no se detectaron bacterias colonizando la
superficie, ni el interior de las plantas no inoculadas (control negativo) (datos no
mostrados). A su vez, a partir de ADN extraido de las mismas plantas no se obtuvo
amplificacion mediante PCR cuantitativa, empleando los cebadores especificos para las
cepas UYSO10y UYSO24.

Por otro lado, solamente en los estudios de colonizacién de la superficie de cafias de
azucar, se emplearon como referencia dos tratamientos: 1- cafias de azucar inoculadas
con la cepa modelo endéfita y PCV de cafia de azlcar: G. diazotrophicusPal5 y 2: caiias
de azucar inoculadas con la cepa no PCV, aislada de cafia de azlcar: Pseudomonas sp.
UYSO14. En ambos casos se evalud solamente la colonizacién a las 24 h pi. En el caso
de la cepa G. diazotrophicus Pal5, se observd la colonizacion de la cofia por células
individuales y pequefos agregados (Figura 17a). Por otro lado, para el caso de la cepa
Pseudomonas sp. UYSO14, se observd la presencia de células individuales en la
superficie de la zona de los pelos radiculares de la raiz y en el tejido aéreo (Figura 17b).

Figura 17. Micrografia mediante MEB mostrando la colonizacion de la superficie de raices de cafias de
azUcar micropropagadas por las cepas utilizadas como referencia a las 24 h pi. a- G. diazotrophicusPal5
colonizando la punta de la raiz (barra = 5 um). b- Pseudomonas sp. UYSO14 colonizando con células
individuales el tejido aéreo de plantas de cafia de azucar (barra = 10 um). Las flechas blancas indican las

bacterias. B-biopeliculas.
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3. DISCUSION

3. 1 LAs cerAS UYSO10 Yy UYSO24 PRESENTAN CARACTERISTICAS QUE
PROBABLEMENTE INCIDEN EN LA COLONIZACION E INFECCION RADICULAR

Las bacterias enddfitas, son bacterias del suelo que colonizan el rizoplano (epifiticas) y
posteriormente los tejidos de la planta, o eventualmenteson aquellas que se
encuentran presentes en el material de propagaciéon de la planta. La interaccion con la
planta constituye un proceso dindmico, que comienza con un reconocimiento inicial de
sefiales moleculares, seguido del movimiento de la bacteria en direcciéon a la planta
hospedera, su adhesidn a la superficie vegetal y posterior penetracién y multiplicacion
dentro del hospedero [75]. Por lo tanto, una colonizacién endofitica exitosa involucra a
su vez, un hospedero compatible.

Las cepas Kosakonia sp. UYSO10 y Rhizobium sp. UYSO24 fueron aisladas de variedades
de cafla de azlcar cultivadas en Uruguay y descriptas como promotoras del
crecimiento vegetal las mismas [93, 107]. Con el objetivo de profundizar en el
conocimiento de la interaccion entre las cepas endéfitas UYSO10 y UYSO24 con plantas
de cafia de azlcar, ambas cepas fueron caracterizadas in vitro buscando caracteristicas
asociadas a la interaccién con la planta e in vivo, en interaccidon con la misma. A
continuacioén, la discusion se organizé considerando secuencialmente los pasos de la
colonizacidn, desde la colonizacion de la superficie a la interna y considerando la
informacién posteriormente obtenida a partir de los genomas de ambas cepas en
estudio.

Atraccién y movimiento hacia la rizésfera

Los resultados obtenidos mostraron la presencia de flagelos en ambas cepas, asi como
la capacidad de moverse tipo swimming. El movimiento tipo swimming requiere la
presencia de flagelos, e implica el movimiento individual de la bacteria en una
orientacién creciente o decreciente de uno o varios solutos. Este movimiento le
permite a la bacteria responder frente a diversos estimulos ambientales como pueden
ser la presencia de compuestos quimio atrayentes en los exudados radiculares,
colonizando posteriormente los espacios dela rizésfera o el rizoplano [130]. Asimismo,
se ha reportado que el flagelo es necesario para el anclaje de las bacterias en la
superficie radicular [131].

Analisis bioinformaticos preliminares de dichos genomas permitieron determinar la
presencia de los genes estructurales del flagelo, asi como los genes asociados al motor
y al movimiento por quimiotaxis (Beracochea en preparacién).
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Particularmente la cepa UYSO10 mostré también la capacidad de realizar twitching.
Este tipo de movimiento es descripto como un movimiento intermitente de sacudidas
cortas, dependiente de la retraccion del pili, e independiente de flagelo [130]. En este
sentido se identificaron en el genoma de la cepa UYSO10 los genes de biosintesis del
pili tipo IV, asi como el gen pilT asociado a la retraccién del pili y al movimiento tipo
twitching(Beracochea en preparaciéon). Este tipo de estructura es importante en la
interaccion planta-endéfito, en ese sentido, andlisis en cepas de Azoarcus sp. BH72
mutantes en el pili tipo IV, mostraron que dicho pili es necesario para la formacion de
colonias en la superficie de la raiz, asi como en la invasidn de los tejidos internos de las
raices [58, 132].

Como se menciond, uno de los mecanismos asociado a la capacidad de las bacterias de
moverse, es el de quimiotaxis. En ese sentido, ambas bacterias mostraron ser capaces
de utilizar una gran variedad de fuentes de C y N, caracteristica importante en el
proceso de colonizacion rizosférico el cual es un ambiente rico en exudados
radiculares. En este estudio no se realizaron ensayos de quimiotaxis con compuestos
particulares presentes en los exudados de raices de cafia, ya que se desconoce la
composicion de los mismos. Sin embargo, se evalud la capacidad de las cepas de crecer
en medio de cultivo de planta MS, suplementados con exudados de cafia de azucar,
como fuente de N y posiblemente C, mediante curvas de crecimiento. Los resultados
mostraron la presencia de una larga fase de adaptaciéon en todas las condiciones
evaluadas; asi como un leve incremento de la poblaciéon bacteriana al final del
experimento, en el tratamiento en el cuallas cepas se crecieron en presencia de
exudados. Estos resultados sugieren que: 1- las poblaciones de ambas cepas se
encuentran estresadas en el medio de cultivo evaluado (MS 1/10 sin N); y 2- la
presencia de exudados no logra superar del todo la condicion de estrés observada. Sin
embargo, en esta observacidon pueden estar influyendo otros factores como (i)- la
relacién indculo bacteriano/exudados radiculares y (ii)- los niveles de estrés de la
planta asociados a estar creciendo en un medio de cultivo diluido, pudiendo de esta
forma afectar la composicién y abundancia de los exudados. Es importante destacar
qgue el medio MS sin fuente de N y diluido se encuentra ampliamente reportado [77,
123] y es el usado en esta tesis en los experimentos de interaccidon planta-bacteria in
vitro. Dicha modificacion del medio de cultivo original busca promover la interaccion
planta-bacteria [123].

Colonizacion de la rizosfera

Una vez que las bacterias enddfitas se acercan al rizoplano y alcanzan una adaptacion
nutricional, son capaces de colonizar la superficie radicular formando colonias en
forma de agregados o biopeliculas. En este proceso se han reportado como
involucrados a los flagelos, el pili tipo IV, la producciéon de exopolisacdridos (EPS), asi
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como los sistemas de comunicacion tipo quorum sensing [57, 75]. En nuestro caso, los
resultados mostraron que la cepa UYSO24 forma biopeliculas en ensayos in vitro y
también en ensayos de interaccién con plantas de cafa de azucar (in vivo). Mediante
analisis bioinformaticos fue posible identificaren el genoma de la cepa UYSO24 los
genes: «Biofilm regulator» BssR, BssS y «Protein YjgK, linked to biofilm formation», asi
como el operdn exo responsable de la sintesis de exopolisacaridos, los cuales son
componentes importantes de las biopeliculas (Beracochea en preparacion).

Por otro lado, si bien se observé que la cepa UYSO10 coloniza la superficie de raices de
cafia de azucar en forma de biopeliculas [93], no se observd la formacién de
biopeliculas en los ensayos realizados in vitro en placa de ELISA, bajo las condiciones
ensayadas.

Ingreso y colonizacidn de los tejidos de las plantas

Colonizada la superficie de las raices, las bacterias endoéfitas pueden ingresar vy
colonizar los tejidos internos de la planta. Diversas caracteristicas bacterianas han sido
reportadas como involucradas en este proceso incluyendo: el movimiento tipo
twitching, la presencia de enzimas degradadoras de la pared celular (extracelulares),
asi como enzimas asociadas a mecanismos de detoxificacion [50,75]. Las enzimas
degradadoras de la pared celular juegan un rol clave en las interacciones planta-
patégeno y leguminosa-rizobio, asi como en el biocontrol de patégenos [46,133]. En
las cepas en estudio, se detectdactividadendoglucanasas y particularmente en el caso
de la cepa UYSO24 también lacasas. Esto fue confirmado mediante busquedas
bioinformaticas en donde se detectaron en ambas cepas genes que codifican para este
tipo de celulasas. Seria muy interesante profundizar en el estudio de su rol en la
interaccion planta-bacteria ya que podrian estar involucradas en una colonizacion
activa de las plantas como en la apertura de los espacios entrelas células de los tejidos
internos. Por ejemplo, en la cepa Azoarcus sp. BH72,se ha reportado que la
endoglucanasa EglA es clave para infectar las raices de planta de arroz [134]. Este tipo
de enzimas ha sido reportada en diversas bacterias endéfitas o asociadas a plantas,
incluyendo Herbaspirillum spp. donde se desconoce su rol en la interaccion [135].

Como respuesta de defensa general frente a la colonizacién bacteriana, las plantas
producen especies reactivas del oxigeno (ROS del inglés reactive oxygen species). Esto
ha sido reportado en diferentes tipos de interacciones planta-bacteria incluyendo
endéfitos [136]. Para detoxificar estas moléculas, las bacterias producen enzimas
antioxidantes como la catalasa y superdxido dismutasa. En ambas cepas en estudio se
detectaron in vitro la presencia de ambas actividades enzimaticas, asi como las
secuencias codificantes para este tipo de enzimas en sus genomas.
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Por otro lado, las plantas presentan varios mecanismos de defensa frente a la
colonizacidon bacteriana, incluyendo la regulacion de algunas de las hormonas
vegetales [137]. En este sentido, la accién de la enzima bacteriana ACC desaminasaha
sido reportada como involucrada en la disminucién dela concentracién de etileno,
provocando la elongacion de las raices y la disminucion de la respuesta de defensa en
algunas plantas [36]. Por este motivo, se ha postulado que la presencia de esta enzima
es una caracteristica importante para la vida endofitica [50]. En nuestro estudio se
detectd en la cepa UYSO24 el gen que codifica para la enzimaACC desaminasa,
resultado que fue corroborado mediante andlisis bioinformdticos del genoma.
Curiosamente, si bien se detecté la presencia del gen, no se observé actividad in vitro
en las condiciones ensayadas.

En el caso de la cepa UYSO1l0 y mediante las aproximaciones experimentales
realizadas, no se detecté el gen ACC desaminasa, ni su actividad. La ausencia de esta
caracteristica se verificd mediante analisis bioinformaticos del genoma de la cepa.

Por ultimo, ambas cepas mostraron ser capaces de crecer en presencia de apoplasto
de cana de azucar como fuente de Cy N. Es interesante resaltar que dicho crecimiento
es similar al crecimiento en el medio de cultivo rico TY, sugiriendo que en estas
condiciones las cepas no sufren de estrés nutricional. Estas observaciones indicanque
el apoplasto posee fuentes de C y N utilizables por las bacterias, lo que permitiria su
sobrevivencia y multiplicacién en el interior de la planta. Esto tiene sentido teniendo
en cuenta que ambas bacterias fueron aisladas de los tallos de cafia de azucar. A su
vez, se evalué la capacidad de las cepas de crecer utilizando algunas de las principales
fuentes de C reportadas en el apoplasto de la cafia de azucar, incluyendo los acidos
organicos citrato y malato y azlcares como sacarosa, fructosa y glucosa [138]. Los
resultados mostraron que ambas cepas son capaces de crecer en todas las fuentes de
C ensayadas.

En general, las caracteristicas detectadas en este capitulo han sido reportadas en otras
bacterias endéfitas como involucradas en la interaccion planta-bacteria por lo que se
podria especular también que las mismas puedan estar tambiénasociadas a la
interaccion entre las cepas y su planta hospedera. Sin embargo, para demostrarlo se
deben realizar nuevos experimentos en los cuales se evallen por separado el efecto de
cada una de ellas sobre la colonizacion radicular.

3.2 LAs cerpAS UYSO10 Y UYSO24 sON ENDOFITOS VERDADEROS
La colonizacién de la superficie radicular por la cepa UYSO24 fue similar a lo descripto
para otras bacterias endofitas [18, 20,135]. En particular, la cepa UYSO24 mostré como
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principales sitios de colonizacién radicularlos tejidos meristemdticos ubicados en los
sitios de emergencia de las raices laterales y en la cofia, asi como la zona de los pelos
radiculares de las raices. Una caracteristica muy relevante es que esta cepa, a
diferencia de la cepa UYS010, colonizé las raices formando grandes extensiones de
biopeliculas laminares.

Por otro lado, mediante microscopia y empleando anticuerpos especificos, se pudo
determinar que las cepas UYSO10 y UYSO24 colonizan los tejidos internos de las
plantas, por lo tanto, se las definié como “endéfitos verdaderos”.

Por otra parte, a diferencia de la cepa UYSO10, la colonizacién de los tejidos internos
por la cepa UYSO24 fue baja y discreta, observandose que la ruta de infeccidon
involucra la colonizacidon de los espacios intercelulares y posteriormente el tejido
vascular por células individuales o por pequefios agregados. Sin embargo, en
contraposicién con estas observaciones, la cuantificaciéon de la poblacién endofitica
sugiere una gran colonizacién de los tejidos internos por parte de esta cepa. Una
posible explicacién para estas observaciones contradictorias proviene de la naturaleza
de la interaccion endofitica. En este sentido, dado que las bacterias no se encuentran
uniformemente distribuidas en los tejidos, por mdas que se haga un gran esfuerzo de
muestreo en observar numerosos cortes por microscopia, es dificil encontrar bacterias
aun con altas densidades poblacionales. De la misma forma, si consideramos a la cepa
UYS0O24 como un colonizador de la superficie de la raiz, la mayoria de las micrografias
muestran poblaciones variables en tamafio, desde micrografias donde no se
detectaron bacterias a micrografias con presencia de grandes agregados. Estas
caracteristicas peculiares podrian explicarestaparadoja.

El género Rhizobium ha sido ampliamente reportado en asociaciones benéficas planta-
bacteria, principalmente en la asociacion leguminosa-rizobio. Sin embargo, en los
ultimos afios se han reportado varias cepas no nodulantes pertenecientes a este
género aisladas a partir de tejidos esterilizados en su superficie, siendo reportadas a su
vez como PCV de arroz, sorgo, maiz, trigo y tomate [139-143].

Finalmente, con relacién a la colonizacion de plantas de cafia de azucar var. LCP por las
cepas usadas como referencia, se observé queG. diazotrophicusPal5colonizé la
superficie radicular de forma similar a la reportada en otros cultivares [108, 123, 126,
127], pero en menor cantidad. Probablemente este fenédmeno se deba a que la var.
LCP no se asocia especificamente a esta cepa. Por otro lado, a diferencia de las cepas
Pal5, UYSO10 y UYSO24, la cepa Pseudomonas sp. UYSO14 colonizd la superficie de las
raices de plantas de cafa de azucar como células simples, sin formar agregados ni
biopeliculas. Esta baja colonizacién de la superficie puede estar asociada a la
disminucion en su capacidad de formar biopeliculas en presencia de exudados (Tabla
3), asi como a la incapacidad de promover el crecimiento de las plantas de cafia de
azucar [107].
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CAPITULO Ill: ANALISIS DE LA RESPUESTA DE
LAS CEPAS KOSAKONIA sP. UYSO10Y
RHizoBIUM sP. UYSO24 A LA PRESENCIA DE
EXUDADOS RADICULARES DE PLANTAS DE CANA
DE AZUCAR

OBJETIVO ESPECIFICO

Describir la respuesta de las cepas UYSO10 y UYSO24 a los exudados radiculares de
plantas de cafia de azlcar.

ESTRATEGIA

En este capitulo se abordd el estudio de una de las etapas iniciales de la interaccion
planta-bacteria, particularmente, la respuesta bacteriana a la presencia de los
exudados radiculares. Como estrategia general se empled un abordaje protedmico
comparandose cuantitativamente el proteoma de las cepas Kosakonia sp. UYSO10 y
Rhizobium sp. UYS024 expuestas o no a los exudados radiculares. Para la comparacion
de los proteomas se emplearon dos estrategias: una dependiente de gel utilizando la
técnica de Difference In Gel Electrophoresis (DIGE) y otra independiente de gel (tipo
shotgun), utilizando la técnica denano Liquid Chromatography (LC) -TandemMass
Spectrometry (MS/MS) con conteo de espectros.
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1 MATERIALES Y METODOS

1. 1 CEPAS BACTERIANAS Y PLANTAS
En este estudio se utilizaron las cepas Kosakonia sp. UYSO10 y Rhizobium sp. UYSO24;
asi como plantas micropropagadas de cafa de azucar de la var. LCP (Capitulo Il_1. 1).

1. 2 ENSAYO BIOLOGICO

En el Capitulo Il de esta tesis se demostré que ambas cepas bacterianas en estudio
fueron incapaces de crecer en medio de cultivo MS 1/10 sin N, pero si en el medio con
exudados radiculares. Por dicho motivo, para evaluar el efecto de los exudados
radiculares sobre las cepas, se decidio realizar un ensayo de exposicién a los exudados
(Figura 1).

Para esto, por un lado, las cepas bacterianas fueron crecidas en 20 ml de medio de
cultivo TY liquido por 24 h. Posteriormente, las células fueron cosechadas, lavadas y
suspendidas en medio de cultivo MS 1/10 sin N, para luego ser incubadas con agitacion
por 16-20 h a 30 2C(adaptacién) en el mismo medio.

Por otro lado, y en paralelo, se cultivaron plantas de cafia de azUcar micropropagadas
en frascos conteniendo 40 ml de medio de cultivo MS 1/10 sin N durante 3-4 dias
momento en el cual fueron retiradas (Capitulo Il_1. 2. 5) [93,123]. De esta manera se
obtuvo medio MS 1/10 sin Nconteniendo los exudados radiculares.

A continuacion, se inocularon 5 x 10%°células “adaptadas” al medio de cultivo MS 1/10
sin N, con y sin exudados radiculares (1,25 x 109células/ml), incubandose en agitacién
durante 6 ha 30 9C. Por ultimo, las células se cosecharon por centrifugacién a 6. 000 g
durante 10 min a 4 °C y selavaron una vez con buffer fosfato. Dichas células fueron el
material de partida para la extraccion de proteinas totales.

En este ensayo se realizaron cuatro réplicas bioldgicas por tratamiento.
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Figura 1. Estrategia experimental utilizada para estudiar la respuesta bacteriana a los exudados
radiculares.

1. 3 EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES BACTERIANAS

Las proteinas totales se extrajeron por suspensidn del pellet obtenido en el punto 1. 2
en buffer de extraccion (urea8 M, tiourea2 M, CHAPS 4 % (p/v) y dithiothreitol(DTT)
10 mM), con agitaciéon durante 30 min a 4 2C. A continuacion, las células fueron
sonicadas3 veces durante 15 s y agitadas nuevamente durante 30 min a 4 °C.
Finalmente, con el fin de remover cualquier impureza, las muestras fueron
centrifugadas a 20.000 g durante 20 min a 4 °C, guardandose el sobrenadante.

1. 4 CUANTIFICACION Y VISUALIZACION DE LOS EXTRACTOS PROTEICOS

La concentracién proteica se cuantificé utilizando el método de Bradford [144]. Para
esto a 1-2 pl de cada muestra se le adiciond 200 pl de reactivo Bradford (Anexo A),
midiéndose la absorbancia a 595 nm (Abssosnm). La cuantificacion de proteinas se
calculé en base a una curva de calibracidn preparada con diluciones seriadas de una
solucién patrén de sero albumina bovina (BSA) (0-10 pg/pl).

La calidad de las muestras obtenidas se evalué por SDS-PAGE en un gel de acrilamida
12 %. Previo a sembrar las muestras en el gel, a 20 ug de cada muestra, se le agregd
buffer de la muestra 1 X (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 se calentaron durante 10 min
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a 95-100 eC. La corrida electroforética se realizd a 85 V. Al finalizar la electroforesis, los
geles se fijaron con etanol: acido acético: agua en una relacion (5:1:4), durante 30 min
y se tifleron con una solucidén 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 %),
durante toda la noche. El exceso de colorante se elimind con sucesivos lavados con
agua destilada.

1. 5 ANALISIS PROTEOMICO PORDIGE

La técnica de DIGE permite comparar al menos 2 condiciones biolégicas de forma
cuantitativa (Figura 2) [145,146]. Brevemente, la misma implica el marcado de las
proteinas de las condiciones a comparar con dos fluoréforos distintos. Las muestras
marcadas se analizan juntamente con un estandar interno, pool formado por la misma
cantidad de cada una de las muestras a analizar, marcado con un tercer fluoréforo.
Posteriormente, todas las muestras se corren juntas en un mismo gel 2D SDS-PAGE vy
finalizada la corrida, se adquieren las imdgenes a analizar, con un scanner de
fluorescencia. Utilizando un software especifico se comparan las imagenes adquiridas,
identificandose aquellas proteinas con diferencias estadisticas en su abundancia entre
los tratamientos. Finalmente, las proteinas de interés son escindidas del gel e
identificadas por espectrometria de masas.

Extraccidn
a atcc o Marcado con s o
proteica 2 eparacion
- fl E(!mfoms Adquisicion de
I . - [ j imagenes
4 réplicae bioligcas Amershem CyDyva CIGC h | : =

Mwiees para Man DIGE
ST lealtheare

By
£
T

Mascot iu

Identificacion de Tincion y corte Andlisis
las proteinas por de spots cuantitativo
MALDI-TOF MS_}MS e de iz 1 s

VAl 11 i

Figura 2. Estrategia general de la técnica deDIGE seguida en este estudio.

1. 5. 1 PREPARACION DE LA MUESTRA PARA DIGE

A las muestras proteicas obtenidas en el punto 1.3 se les realizé un procedimiento de
limpieza. Para esto, a 200 pg de proteinas de cada muestra se le adicionaron 300 pl de
acido tricloroacético 10 % (v/v), incubandose con agitacion durante 15 minen hielo.
Posteriormente se les adicionaron 300 pl de deoxicolato 0,2 % (p/v), centrifugandose a
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15.000g durante 5 min a 4 2C. El sobrenadante obtenido fue descartado con cuidado,
mientras que el pellet fue suspendido en 40 ul de deoxicolato 0,2 % (p/v) e incubado
nuevamente durante 5 minen hielo. A continuacion, las muestras fueron centrifugadas
en las mismas condiciones mencionadas y el sobrenadante descartado nuevamente. Al
pellet obtenido se le agregd 25 pul de agua y se agité en vortex. Inmediatamente a la
suspension obtenida se le agregd 1 ml de acetona pre-enfriada a -20 2C, incubandose
toda la noche a —20 9C. Al otro dia, las suspensiones fueron centrifugadas a 15.000 g
durante 10 min a 4 oC, descartandose el sobrenadante con cuidado y dejandose secar
el pellet a temperatura ambiente por no mds de 5 min. Posteriormente el pellet fue
suspendido en 40-50 pl de buffer de solubilizacién (urea 8 M, tiourea 2 M, CHAPs 4 %
(p/v), pH 8.5), agitdandose durante 1 hen frio. Finalmente, con el fin de eliminar
cualquier residuo, las muestras fueron centrifugadas a 20.000 g durante 15 min a 4 °C,
conservandose el sobrenadante.

Las muestras proteicas obtenidas fueron nuevamente cuantificadas por Bradford y por
densitometria en geles de poliacrilamida. Para ello se sembraron las muestras en un
gel SDS-PAGE, junto con 4 diluciones del marcador de peso molecular: Low molecular
weightcalibration (Amersham). Al finalizar la corrida electroforética, las imagenes
fueron adquiridas en un scanner UMAX Power-Look 1120 y analizadas usando el
Software LabScan 5.0 (GE Healthcare). A partir de las imagenes obtenidas y por
densitometria se calculd la concentracién de proteinas totales de las muestras.

1. 5. 2 EVALUACION DE LA COMPATIBILIDAD MUESTRA-FLUOROFOROS

Para esto, a 10 ug de una de las réplicas biolégicas de cada tratamiento se les realizd
un marcado minimo por separado con cada uno de los 3 fluoréforos (Cy2, Cy3 y Cy5),
del kit AmershamCyDye DIGE Fluor (GE Healthcare), seguin la recomendacién del
fabricante. Las muestras marcadas fueron analizadas por electroforesis SDS-PAGE vy los
geles obtenidos escaneados en el Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare). En las imagenes
obtenidas, se evalud la ausencia de diferencias en el marcado entre las muestras de
cada tratamiento.

1. 5. 3 MARCADO DE LAS MUESTRAS

A partir de cada una de las réplicas bioldgicas, se marcaron 50 ug de proteinas con 400
pmoles de los fluoréforos Cy3 y Cy5, de forma que cada tratamiento tuviera 2 réplicas
bioldgicas marcadas con cada fluoréforo (Tabla 1 y 2). En paralelo se preparé el
estandar interno que incluyé 25 pg de cada muestra (de cada réplica y de cada
tratamiento), la cual fue marcada con el fluoréforo Cy2. La reaccién de marcado se
realizo en la oscuridad durante 30 minen hielo, deteniéndose mediante la incubacion
con lisina 10 mM. Una vez marcadas todas las réplicas y el estandar interno, las
mismas se agruparon segun el disefio mostrado (Tabla 1y 2).
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Tabla 1. Disefio experimental del marcado de las muestras para DIGE, cepa UYSO10.

Gel N2 de tira Marcado con Cy3 Marcado con Cy5

1 46873 - exudados, réplica 3 + exudados, réplica 3
2 46874 + exudados, réplica 1 - exudados, réplica 2
3 46875 - exudados, réplica 4 + exudados, réplica 2
4 46876 + exudados, réplica 4 - exudados, réplica 1

Tabla 2. Disefio experimental del marcado de las muestras para DIGE, cepa UYSO24.

Gel N2 detira Marcado con Cy3 Marcado con Cy5

1 46880 - exudados, réplica 3 + exudados, réplica 3
2 46879 + exudados, réplica 1 - exudados, réplica 2
3 46878 - exudados, réplica 1 + exudados, réplica 2
4 46877 + exudados, réplica 4 - exudados, réplica 4

1. 5. 4 ANALISIS DE LAS MUESTRAS POR 2D SDS-PAGE

Geles de una dimension (tiras) de 24cm de largo con un rango de pH 3-10NL
(InmobilineDrystrip GE Healthcare), fueron hidratados en un IPGbox (GE Healthcare),
utilizando buffer de hidratacién (urea 8M, tiourea 2M, CHAPS 2% (p/v), DTT 10mM e
IPG-buffer (GE Healthcare)1,2% (v/v)), segin recomendacion del fabricante. En el
buffer de hidratacidon se incluyeron las muestras marcadas y agrupadas, las cuales se
incorporaron pasivamente a las tiras (Tabla 1 y 2). Al dia siguiente se realizé la corrida
de la primera dimension en el equipo IPGphor Il (GE Healthcare). El perfil de voltaje
empleado fue: 1- una fase constante de 500 V durante 1 h, 2- un incremento lineal
hasta 1.000 V a una velocidad de 800 V/h, 3- un incremento hasta 10.000 V a una
velocidad de 16.500 V/h, y 3- una fase final constante de 10.000 V hasta alcanzar un
total en la corrida de 52.500 V transferidos a cada tira. Una vez finalizada la corrida, los
puentes disulfuros se redujeron por incubacién de las tiras en 15 ml de buffer de
equilibrio (urea 6 M, SDS 2 % (p/v), glicerol 30 % (v/v), Tris-HCl 50 mM pH 8, 6),
suplementado con DTT 1 % (p/v), durante 15 min. Posteriormente se alquilaron las
cisteinas incubandose las tiras en 15 ml buffer de equilibrio, suplementado con
iodoacetamida 4,7 % (p/v), durante 15 min. La reaccién se inactivo por inmersién de la
tira en buffer de corrida (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1 %).

La segunda dimensién se realizd en un gel SDS-PAGE poliacrilamida 12 %, utilizando la
cuba de electroforesis Ettan DALT sixElectrophoresisSystem (GE Healthcare), equipada
con la unidad de enfriamiento Multitemp Ill de (GE Healthcare) y termostatizada a 20
oC. La corriente fue 2 W por gel durante 45 min y luego se incrementd a 17 W por gel
durante 4-5 h.
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1. 5.5 OBTENCION Y ANALISIS DE LAS IMAGENES

Luego de la electroforesis, los geles fueron escaneados utilizando un escaner Typhoon
FLA 9500 (GE Healthcare), con el software ImageQuant TL v8. 1 (GE Healthcare).
Posteriormente las imdgenes obtenidas se exportaron al programa DeCyder 2D
DifferentialAnalysis Software 7. 2 (GE Healthcare) para su andlisis. A continuacién,
todos los spots de cada gel por separado fueron detectados y cuantificados,
normalizandose con el estandar interno (mddulo Difference In gel Analysis). Luego se
realizd el pareamiento de los geles comparandose la expresién de cada spot entre los
geles (mddulo BiologicalVariationAnalysis). Finalmente, se seleccionaron para su
identificacion aquellos spots que presentaron una tasa de cambio mayor a 1,5 y que
fueran significativos al aplicar la prueba de Student con un p-valor de 0,05.

1. 5. 6 ANALISIS DE LOS SPOTS DE INTERES POR ESPECTROMETRIA DE MASAS

Luego de escanear los geles, los mismos fueron fijados y tefidos con azul de
CoomassieG-250 como se describié en el punto 1.4. Debido a que no se obtuvo una
imagen definida de todos los spots, y a la imposibilidad de relacionarlos con la imagen
obtenida con la técnica de DIGE, se decidi6 realizar geles preparativos para escindir los
spots de interés. Para ello, se realizaron nuevas corridas en geles de 2D SDS-PAGE
utilizando en este caso 500 pg de proteina por gel. A continuacion, los spots
reconocidos como diferenciales fueron ubicados en el gel y escindidos utilizando un
bisturi estéril en cdmara de flujo laminar.

Los spots fueron procesados y analizados por espectrometria de masas en un equipo
MALDI-TOF/TOF, en la Unidad Mixta de Bioquimica y Protedmica Analiticas, del
IPMont-1IBCE. Los espectros obtenidos fueron comparados, utilizando el servidor de
busqueda MASCOT (http://www.matrixscience.com), con la base de datos de los
genomas de las cepas ensayadas (Beracochea 2018, en preparacién). Para ello, los
proteomas de la cepa UYSO10 y de UYSO24 se descargaron del programa Rapid
AnnotationusingSubsystemTechnology (RAST) (http://rast.nmpdr.org/). Los pardmetros
de busqueda en el Mascot fueron: i- con los proteomas de las cepas UYSO10 vy
UYSO24; ii- saltos de cortes de tripsina permitidos:1; iii- modificaciones variable:

oxidacion de metionina y modificacion fija: carbamidometilacién de cisteinas; iv-
tolerancia de masa de péptidos: 0,08 Da y tolerancia MS/MS: 0,3-0,5 Da. Los valores de
my/z utilizados corresponden a los valores monoisotdpicos. Se considerd positiva la
identificacion de una proteina cuando el Mascot protein score fueestadisticamente
significativo (p<0,05) y al menos una fragmentacién fue asignada con un Mascot
peptide ion score significativo (p<0,05).

Las proteinas identificadas fueron clasificadas segun los grupos funcionales de la
ClustersofOrthologousGroups (COGs), utilizando la base de datos de EggNOG 4.5.1
(http://eggnogdb.embl.de/#/app/home) [147]; y segln su ubicacidn subcelular,
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utilizando los servidores PSORTb 3.0.2 (http://www.psort.org/psortb/) [148] y Cello
v2.5 (http://cello.life.nctu.edu.tw/) [149]. Con la finalidad de descifrar el rol biolégico
de las proteinas identificadas como hipotéticas, se evalué la homologia de las

secuencias, asi como la presencia de dominios y sus funciones, empleando las
herramientas y paginas: RAST, Psi-Blastdel NCBI (https://blast.ncbi.nim.
nih.gov/Blast.cgi) [150], InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) [151] y UniProt
(http://www. uniprot. org/) [152].

1. 6 ANALISIS PROTEOMICO POR NANO LC-MS/MS Y CONTEO DE ESPECTROS

En la estrategia protedmica de shotgunlas muestras se corren primero en un gel SDS-
PAGE a partir del cual, y con el Unico fin disminuir la complejidad de las muestras, se
fraccionan los carriles (Figura 3). A partir de los mismos, las proteinas son digeridas con
tripsina y los péptidos extraidos. Posteriormente y nuevamente con el fin de disminuir
la complejidad de cada muestra, los péptidos provenientes de cada seccién del gel son
fraccionados en un nano LC acoplado a un espectrdmetro de masas. A continuacién,
los espectros de fragmentacion obtenidos son asignados a una cierta proteina
mediante un software, empleando como referencia la base de datos del genoma del
organismo analizado. La comparaciéon del nimero de espectros asignados a una
proteina en las distintas condiciones permite realizar cuantificaciones relativas de los
niveles de la proteina [153].

Extraccion
proteica
-

Digestion
en gel

A réphcas ologices

SDS-PAGE
Separacion

Separacion de péptidos en nanolC
Adquisicion de espectros en LTQ

Analisis en PatternLab =

1- Identificacion y T —
cuantificacion de m
espectros
2- Identificacién de proteinas

3- Identificacion de proteinas Unicas y proteinas
diferencialmente expresadas en una condicion

Figura 3. Estrategia general de la aproximacion del tipo shotgun empleada en este estudio.
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1. 6. 1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA SHOTGUN

A partir de cada extracto proteico obtenido en el punto 1.3, se cargaronl4,7 ug de
proteina en un gel de poliacrilamida NUPAGE pre-hecho con un gradiente no lineal 4-
12 % (LifeTechnology). EI mismo se corrid bajo una corriente constante de 160 V,
durante 1 h 15 min. Posteriormente, el gel se fijé y tifd con Azul de CoomassieG-250
como se describié en el punto 1.4, cortdndose cada carril en 6 fragmentos. Dichos
fragmentos fueron en primera instancia desteiidos con una soluciéon de acetonitrilo
(ACN)100 %: bicarbonato de amonio0,2 M (1:1) con agitacién, durante 1 ha 30 ¢C. A
continuacién, las muestras se incubaron para su reduccién en DTT 10 mM con
agitacion, durante 1 h a 56 2C. Luego de equilibrar la temperatura de las muestras con
la ambiental, las mismas fueronincubadaspara su aquilaciénen una solucién de
iodoacetamida 55mM con agitacién, durante 45 min. Posteriormente selavaron con
bicarbonato de amonio 0,2 M pH 8, durante 15 min; para luego ser deshidratadas
mediante dos incubaciones conACN100 %en agitacion, durante 10 min. Finalmente, el
ACNfue retirado y los fragmentos de gel secados completamente con el tubo abierto, a
temperatura ambiente.

Las muestras asi procesadas, fueron digeridas con tripsina (aproximadamente 1 pg
tripsina/2,5 ug de proteina), durante toda la noche, a 37 2C. Al otro dia, los péptidos
fueron extraidos mediante la incubacién de los geles en 100 pl de fase B (ACN 60 %,
acido formico 0,1 %), con agitacién durante 1 ha 30 2C; repitiéndose el mismo
procedimiento una vez mas. Las suspensiones obtenidas se secaron en Speedvac e
inmediatamente los pellets obtenidos fueron suspendidos en 12 ul de fase A (acido
férmico 0,1 %), sonicandose 3 veces durante 15 s. Finalmente, con el fin de eliminar
posibles residuos, las muestras fueron centrifugadas a 16.000 gdurante 20 min a 4 2C,
conservandose 10 ul del sobrenadante.

1. 6. 2 ANALISIS MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE MASA

Las muestras obtenidas en el punto anterior se inyectaron en un easy-nLC 1000
(Proxeon-Thermo Fisher Scientific), acoplado a un espectrémetro de masalinear Trap
Quadrupole (LTQ) Velos (Thermo Fisher Scientific), equipado con una trampa ionica
lineal. Para la separacidon por nano LC se utilizé una pre-columnaAcclaim PepMap™
100, Nanoviper C18 de 75 um x 20 mm (tamafio de la particula 3um) (Thermo Fisher
Scientific), y una columna PepMap™ RSLC C18 50um x 15 cm (tamafio de la particula 2
um) (Thermo Fisher Scientific). La elucion de los péptidos se realizé con un flujo
constante de 250 nl/min, utilizando el siguiente gradiente: fase B de 0 a 50 % durante
100 min, fase B de 50 a 100 % durante 10 min y fase B 100 % durante 10 minutos. La
adquisicidn de los espectros se realizé6 en el modo dependiente de los datos, el cual
consiste en la realizacién de un escaneo completo de los espectros seguido de una
fragmentacién MS/MS para los 10 espectros conla relacion masa/carga(m/z) mas
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intensos. A su vez se utilizd una lista de exclusidén dindmica, donde si el valor de m/z de
un espectro se repetia por 30 s, se le aplicaba una exclusién de 30 s de duracién.

1. 6. 3 ANALISIS INFORMATICO DE LOS ESPECTROS OBTENIDOS

Para los analisis informaticos se utilizé el programa PatternLabfor Proteomicsv 4.0
(http://www.patternlabforproteomics.org/) [154]. Para esto, en primera instancia y a
partir delproteoma de la cepa UYSO10 obtenido con la herramienta RAST, se generd

una nueva base de datos del tipo target reverse, la cual incluyd los 127 contaminantes
mas comunes (ej. queratina, BSA, etc.). A continuacidén, la identificacién de los
péptidos en la muestra se realizd6 por comparacién de los datos obtenidos en el
espectrometro de masas, con la base de datos generada. En este procedimiento se
tomaron en cuenta los siguientes parametros: i- tolerancia de masa del precursor: 800
ppm, ii- enzima: tripsina con especificidad completa, aceptando como maximo 2 cortes
salteados por la enzima, iii- modificacidon fija: carbamidometilacion de las cisteinas y
variable: oxidaciéon de metioninas y iv- dos modificaciones variables como méximo por
péptido. Posteriormente, la identificacion de proteinas se realizdé utilizando los
siguientes criterios: i- una tasa de 3 % falsos positivos a nivel de espectros y 2 % a nivel
de péptidos, ii- 1 % a nivel de proteinas y iii- un minimo de dos secuencias peptidicas
asignadas por proteina identificada.

Las proteinas identificadas en cada condicién se compararon utilizando los médulos: i-
«Diagrama de Venn» para proteinas Unicas, utilizando como criterio que se encuentren
presentes en al menos 3 de 4 réplicas del tratamiento, pero en 0 o 1 del otro
tratamiento y ii-«TFold» para proteinas de expresién diferencial mediante el conteo de
espectros, considerando aquellas proteinas presentes en al menos 4 réplicas con un p-
valor 0,05.
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2. RESULTADOS

2. 1. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS PROTEICOS

La extraccion proteica se realizé a partir de las células cosechadas de los diferentes
tratamientos a ser analizados. En primera instancia y con la finalidad de determinar si
las muestras presentaban variaciones entre los tratamientos, las mismas se analizaron
mediante SDS-PAGE (Figura 4). A partir de la visualizacion del gel, no se observaron
diferencias en los perfiles obtenidos para cada cepa entre ambos tratamientos.
Posteriormente, se calculé a partir del gel, la concentracién de cada una de las
muestras por densitometria (Tabla 3).

memw 1 2 3 4 5 6 7 2 9 10 11 12 13 14 15 18 17 18 19 20
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Figura 4. Visualizaciéon por SDS-PAGE de los perfiles de los extractos proteicos de las cepas UYSO10
yUYS024, teilidos con Azul de Coomassie. Carriles: 1- MPM: LMW General Electric, 5 pl de la solucién
stock;2- MPM 2,5 pl;3 al 6- Réplicas bioldgicas de los extractos proteicos de la cepa UYSO10 crecidas en
ausencia de exudados radiculares;7 al 10-Extractos proteicos de la cepa UYSO10 crecidas en presencia
de exudados radiculares;11 al 14- Réplicas bioldgicas de los extractos proteicos de la cepa UYSO24
crecidas en ausencia de exudados radiculares;15- MPM 0,5 pl;16- MPM 0,25 ul;17-20-Extractos
proteicos de la cepa UYSO24 crecidas en presencia de exudados radiculares.

Tabla 3. Concentracion de proteinas totales en los extractos proteicos de las cepas UYSO10 y UYSO24
determinada por densitometria.

Concentracion proteica (ug/pl)

Cepa Tratamiento Réplicas bioldgicas
1 2 3 q

- exudados 8,0 5,6 6,7 4,9
UYso10

+ exudados 6,5 6,4 6,7 5,9

- exudados 6,2 7,8 7,5 7,0
uUYys024

+ exudados 10,5 8,6 8,1 91
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Asimismo, se evalud la ausencia de interferencias entre las muestras marcadas y los
fluoréforos a utilizar en la técnica de DIGE. Para ello se selecciond de cada tratamiento
una de las réplicas bioldgicas, marcandose una submuestra de 10 pg de proteinas con
80 ng de cada uno de los fluoréforos por separado, la cual se analizé por SDS-PAGE
(Figura 5). Los resultados obtenidos mostraron que no existe interaccion entre el
fluoréforo y las muestras ya que se observd el mismo perfil proteico para cada replica
ensayada con bandas de similar intensidad.

Figura 5. Visualizacién mediante SDS-PAGE de los perfiles de los extractos proteicos de las cepas
UYSO10 y UYSO24 marcados con los fluoréforos Cy2 (a), Cy3 (b) y Cy5 (c). En (d) se observan los tres
canales superpuestos. Carriles: 1-Extractos proteicos de la cepa UYSO10 crecida en ausencia de
exudados radiculares, réplica biolégica 1 (rep-1); 2-Extractos proteicos de la cepa UYSO10 crecida en
presencia de exudados radiculares, rep-3; 3-Extractos proteicos de la cepa UYSO24 crecida en ausencia
de exudados radiculares, rep-2 y 4-Extractos proteicos de la cepa UYSO24 crecida en presencia de
exudados radiculares, rep-1. Observaciones: en la muestra 3 marcada con Cy2 hubo un error de

pipeteado.

2.2 ANALISIS DE LA RESPUESTA DE LA CEPA UYSO10 A LOS EXUDADOS RADICULARES,

MEDIANTE DIGE
En las imagenes de los geles, del ensayo realizado, se puede observar la presencia de
“trenes” horizontales de proteinas que representan las proteoformas o isoformas
truncas, fosforiladas y/o acetiladas de cada proteina, efecto observado al aplicar este
tipo de técnica (Figura 6). A partir de las imagenes obtenidas se detectaron 1950 spots
aproximadamente, de los cuales 59 spots (3 %) mostraron expresion diferencial. De
éstos, 34 (1,74 %) spots fueron sobreexpresados y 25 (1,28 %) subexpresados
diferencialmente en presencia de exudados. De los 59 spots, 34 fueron localizados en
el gel tefiido con Azul de Coomassie y escindidos para su posterior identificacién por
MALDI-TOF/TOF. De ese subconjunto, 16 fueron identificados (Tabla 4). La
confiabilidad de la identificacién de las proteinas fue validada al compararse la masa y
el punto isoeléctrico predicho teéricamente de las proteinas identificadas, con el
observado experimentalmente. A su vez, es importante resaltar que el haber
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identificado proteinas con diferentes localizaciones subcelulares corrobora que la
extraccion de proteinas totales fue correcta.

Figura 6. Analisis por DIGE de los extractos proteicos de la cepa UYSO10 crecida en presencia y ausencia
de exudados radiculares. Se muestran imagenes obtenidas para los fluoréforos Cy2 (a), Cy5 (b) y Cy3 (c),
asi como la superposicion de los canales (d).

Globalmente, las proteinas sobreexpresadas en presencia de los exudados radiculares
estan asociadas con el metabolismo de carbohidratos y aminodcidos. Mientras que las
proteinas subexpresadas estan relacionadas con la biogénesis de la membrana, la
transduccion de sefiales, el metabolismo de carbohidratos y la adaptacién al estrés.

Dentro de las proteinas subexpresadas en presencia de exudados, se identificaron dos
proteinas hipotéticas, correspondientes a la expresidon de los genes UYSO10 2343 y
UYSO10 447. Utilizando las herramientas Psi-BLAST e InterPro, se comprobd que
ambas proteinas se encuentran muy conservadas entre varias especies;
particularmente, la proteina UYSO10_447 presenta el dominio conservado DUF2589,
cuya funcidn se desconoce. Ambos casos presentaron como proteina homologa mas
cercana, a proteinas hipotéticas del género Kosakonia (numero de acceso
WP_090120805, WP_043955345 respectivamente).
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Tabla 4. Identidad y caracteristicas generales de los spots con expresion diferencial por DIGE, en el proteoma de la cepa UYSO10 crecida en presencia de exudados

radiculares.
°
Tasa de :::::::tde Genen Mascot C:I:It:rtura Ne dt? dos Masa Punto Proteina identificada® Categoria Ubicacion Nombre
cambio UYSO10 score® _Pep (kDa) isoeléctrico COG* celular  spot
(p-valor) secuencia asignados

Sobreexpresado en presencia de exudados radiculares

2,51 0,01 2424 89 14% 6 52.2 5,06 Aspartate ammonia-lyase (EC 4.3.1.1) E C 10_S1

221 0,00037 4917 243 17% 5 463 628 Urea ABC transporter, substrate E p 10_52
binding protein UrtA

1,89 0,022 1163 324 47% 11 25.0 4,27 Uncharacterized protein conservedin ¢ E 1083
bacteria

1,7 0,028 744 91 14% 4 459 7,08 Glucose-1-phosphatase (EC 3.1.3.10) S P 10_S4

155 0,012 4917 233 24% 9 463 628 Urea ABC transporter, substrate E p 10_55
binding protein UrtA

1,55 0,042 744 75 9% 3 45.9 7,08 Glucose-1-phosphatase (EC 3.1.3.10) S P 10_S6

1,45 0,04 1898 65 21% 7 41.1 5,08 Phosphoglycerate kinase (EC 2.7.2.3) G C 10_S7

145 0,045 4917 102 11% 4 463 6,28 Urea ABC transporter, substrate E p 10_58
binding protein UrtA

Subexpresado en presencia de exudados radiculares

1,77 0,0079 2343 47 7% 1 24.6 4,35 FIG00955836: hypothetical protein J E 10_S9

1,69 0,0063 2100 171 24% 7 32.7 8,99 A,\;'ZI’ Kzse operon periplasmic protein . P 10_510

1,58 0,0075 255 277 41% 14 37.3 6,12 Outer membrane protein A precursor M ME 10_S11

1,49 0,019 4794 96 14% 8 63.4 5,78 Trehalase (EC 3.2.1.28) T P 10_S12

1,37 0,025 255 549 54% 16 37.3 6,12 Outer membrane protein A precursor M ME 10_S13

1,37 0,039 2429 164 25% 12 57.3 4,85 Heat shock protein 60 family 0 c 10 514
chaperone GroEL

1,37 0,039 447 84 22% 5 23.2 5,06 FIG00975563: hypothetical protein S p* 10_S15
Ribose ABC transporter system,

1,3 0,016 3837 454 65% 22 30.8 6,58 periplasmic ribose-binding protein Rbs G P 10_S16

(TC3.A.1.2.1)
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*Todos los score de Mascot reportados fueron estadisticamente significativos (p<0,05). ®|a anotacién de
las proteinas se obtuvo utilizando como base de datos el genoma de la cepa UYSO10. “Categorias COG: J-
traduccion; O- moléculas chaperonas y funciones relacionadas; M- estructura y biogénesis de la
membrana externa; T- transduccion de sefiales; G- transporte y metabolismo de carbohidratos; E-
transporte y metabolismo de aminodcidos; S- sin prediccion funcional. 9Los resultados mostrados
corresponden a PSORTb, y cuando no hubo prediccidon o la misma no se correspondid, se reporta el
resultado obtenido por Cello indicado con un “*”. ME- Membrana externa, C- citoplasmica, P-
Periplasmatica, E- Extracelular.

2. 3 ANALISIS DE LA RESPUESTA DE LA CEPA UYSO24 A LOS EXUDADOS RADICULARES,

MEDIANTE DIGE
A partir del analisis de las imagenes obtenidas (Figura 7), se detectaron 2000 spots
aproximadamente, de los cuales 36 (1,8 %) mostrd expresion diferencial. De los 36
spots, 17 (0,85 %) fueron sobreexpresados y 19 (0,95 %) subexpresados
diferencialmente en presencia de exudados. De los spots con expresion diferencial, 22
fueron detectados en el gel, escindidos y analizados por MALDI-TOF/TOF, de los cuales
16 fueron identificados (Tabla 5).

Figura 7. Analisis por DIGE de los extractos proteicos de la cepa UYSO24 crecida en presencia y ausencia
de exudados radiculares. Se muestran imagenes obtenidas para los fluoréforos Cy2 (a), Cy5 (b) y Cy3 (c),

asi como la superposicidn de los canales (d).
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Globalmente, las proteinas sobreexpresadas en presencia de los exudados radiculares
estan asociadas a cambios en el metabolismo de carbohidratos, asi como a la
produccién y conversion de energia (Tabla 5). Por otro lado, las proteinas
subexpresadas estan relacionadas con el metabolismo de carbohidratos, nucledtidos e
iones inorganicos y la adaptacién al estrés.

En este caso, en el conjunto de spots expresados diferencialmente se identificaron 5
proteinas hipotéticas, de las cuales 3 fueron sobreexpresadas y 2 subexpresadas en
presencia de exudados. Dentro de las proteinas hipotéticas sobreexpresadas se
encuentra la proteina UYSO24 332que presenta el dominio conservado de funcién
desconocida DUF2076. Esta presenta como proteina homologa mds cercana una
proteina hipotética de Agrobacterium vitis (cobertura del 92 % y una identidad del 70
%) (WP_070164144). Por su parte, la proteina hipotética UYSO24_ 1785 presenta como
proteina homologa mds cercana una peptidasa de la familia S9 de Rhizobium oryzae
(57 % cobertura y 65 % identidad) (WP_085422657). En la misma, se detecté en los
primeros aminodcidos (1-31), una secuencia de exportacién del tipo twin-arginine
translocation (TAT). La via TAT permite exportar proteinas con su conformacién 3D a
través de la membrana citoplasmdtica. Por Ultimo, la proteina hipotética
UYSO24 6560, se encuentra conservada en varias especies y presenta el dominio
conservado de funcion desconocida DUF1508. En este caso, la proteina homologa mas
cercana pertenece al género Rhizobium etli (WP_074062417) (100 % de coberturay 89
% de identidad).

Por otro lado, dentro de las proteinas subexpresadas en presencia de exudados se
encuentran las proteinas hipotéticas UYSO24_6405 y UYSO24 2803. La proteina
hipotética UYSO24 6405 presenta como homologo mdas cercano a la proteina
hipotética de Rhizobium sp. CFO80 (cobertura del 100 % y un 88 % de identidad)
(WP_007764049). Esta proteina posee un dominio conservado perteneciente a la
superfamilia SspB2 y por tanto se clasifica como una Stringent starvation protein b. Por
su parte, la proteina UYSO24_2803 es una proteina conservada cuyo homologo mas
cercano es “NYN domain-containing protein de Rhizobium” (100 % de coberturay 96 %
de identidad) (WP_085422834).
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Tabla 5. Identidad y caracteristicas generales de los spots con expresion diferencial por DIGE en el proteoma de la cepa UYSO24, crecida en presencia de exudados

radiculares.
P Ne
Tasa de Str::::tde Gen en Mascot z:bertura o dt? dos Masa Punto Proteina identificada® Categoria Ubicacion Nombre
cambio uYso24 score’ . P .p (kDa) isoeléctrico COG* celular® del spot
(p-valor) secuencia asignados
Sobreexpresadas en presencia de exudados radiculares
4,1 0,024 946 204 31% 4 20.5 6,77 Ribosome recycling factor J C 24 S1
3,47 0,006 6423 411 35% 10 389 9,14 ';C;iogcme synthase small subunit (EC E C 2452
4-Hydroxy-2-oxoglutarate aldolase (EC
4.1.3.16)/2-dehydro-3-
0, *
2,82 0,026 5730 160 55% 9 21.6 5,52 deoxyphosphogluconate aldolase (EC G c/pP 24_S3
4.1.2.14)
2,37 0,05 959 115 27% 10 47.8 6,27 Citrate synthase (EC 2.3.3.1) C C 24 _S4
1,96 0,033 332 265 66% 7 10.5 5,48 FIG00985696: Hypothetical protein S c* 24_S5
1,9 0,0091 3112 117 10% 3 23.5 10,15 MI10513 protein (Invasion protein B) S p* 24 S6
1,76 0,04 1785 61 11% 2 28.9 10,55 FIG00365005: Hypothetical protein E p* 24 S7
1,58 0,022 6560 155 40% 3 6.8 9 FIG00985042: Hypothetical protein S | 24 S8
Subexpresadas en presencia de exudados radiculares
311 0,047 7706 68 18% 4 251 511 Inosttf)/ transport system sugar-binding G | 24 59
protein
Alpha-D-ribose 1-methylphosphonate 5-
o . .
242 0,038 7313 213 37% 9 23.3 5,45 triphosphate synthase subunit PhnG (EC P | 24 510
2.7.8.37) -
619 158 24% 4 20.8 5,25 Translation elongation factor P J c*
2,27 0,044 2683 154 25% 3 15.4 5,27 Nucleoside diphosphate kinase (EC 2.7.4.6) F E/C* 24 S11
2,18 0,041 7706 105 40% 7 251 511 L”r‘;st ’;Onl transport system sugar-binding G | 24 512
2,05 0,049 6405 156 22% 3 18.9 4,94 FIG01011804: Hypothetical protein S C 24 S13
1,97 0,012 5634 302 38% 5 17.9 5,54 16 kDa heat shock protein A (6} C 24 S14
1,84 0,022 2803 230 45% 8 21.7 5,35 FIG00344505: Hypothetical protein S C 24_S15
18 0,029 5737 61 8% 3 441 783 Methionine ABC transporter substrate- p MC 24 516

binding protein
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*Todos los score de Mascot reportados fueron estadisticamente significativos (p < 0,05). ®La anotacién
de las proteinas se obtuvo utilizando como base de datos el genoma de la cepa UYSO24. “Categorias
COG: J- traduccion; O- moléculas chaperonas y funciones relacionadas; P-transporte y metabolismo de
iones inorganicos; C-produccién y conversion de energia; G-transporte y metabolismo de carbohidratos;
E-transporte y metabolismo de aminoacidos; F-transporte y metabolismo de nucledtidos; S-sin
prediccién funcional. 9Los resultados mostrados corresponden a PSORTb, y cuando no hubo predicciéon o
la misma no se correspondid, se reporta el resultado obtenido por Cello indicado con un “*”. MC-
Membrana citoplasmica, C- citopldsmica, P- Periplasmatica, E- Extracelular, I- Indeterminada.

2.4 ANALISIS DE LA RESPUESTA DE LA CEPA UYSO10 A LOS EXUDADOS RADICULARES,

POR NANO LC-MS/MS

Posteriormente al anadlisis realizado mediante la técnica de DIGE, se aplicé una
estrategia del tipo shotgun con el fin de complementar y ampliar los resultados
obtenidos. A partir de las repeticiones biolégicas procesadas de la cepa UYSO10, se
identificaron por un lado 623, 830, 820 y 681 proteinas en las muestras provenientes
de bacterias expuestas al medio MS 1/10 sin N con exudados. Por el otro, se
identificaron 992, 1020, 927 y 890 proteinas a partir de bacterias que fueron expuestas
al medio MS en ausencia de exudados. Utilizando el programa Pattern Lab y aplicando
la herramienta Buziospara el andlisis de componentes principales, se puede observar
gue las réplicas bioldgicas se separan en el eje x, agrupandose segun el tratamiento
(presencia/ausencia de exudados) (Figura 8). Finalmente se consideraron en el andlisis
897 proteinas, las cuales constituyen un 15 % de las secuencias codificantes
identificadas por el programa RAST.
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Figura 8. Analisis de principales componentes de las réplicas bioldgicas del proteoma de la cepa UYSO10
creciendo en presencia y ausencia de exudados.
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Para el analisis de los resultados, se consideraron como proteinas expresadas
exclusivamente en una condicidon, a aquellas proteinas presentes en al menos 3 de 4
réplicas bioldgicas y que estuviesen como maximo en 1 réplica de la otra condicidn.
Con este criterio se identificaron 4 proteinas exclusivas en presencia de exudados y 59
en ausencia de exudados (Tablas 6y 7).

Por otro lado, se compararon las abundancias relativas para aquellas proteinas
presentes en ambos tratamientos mediante el mddulo TC Fold. Este mdédulo clasifica
las proteinas considerando la tasa de cambio y la significancia estadistica de cada una
(Figura 9). Del total de proteinas consideradas en el analisis, 835 fueron identificadas
en ambas condiciones. De éstas, 125 (2,1 % del proteoma total) satisfacen los criterios
considerados para las proteinas de expresion diferencial. Sin embargo, de las 125
proteinas, 75 poseen baja abundancia por lo que es necesaria su verificacion
experimental. En la Tabla 8 se listan las proteinas con expresion diferencial que no
requieren verificacion experimental (50 proteinas, 0,8 %). En total en presencia de
exudados se sobreexpresaron 14 proteinas (0,2 %) y se reprimieron 36 proteinas (0,6
%) (Tabla 6).

Por lo tanto, si se consideran tanto las proteinas de expresion Unica como las que
poseen expresion diferencial, observamos que en presencia de exudados se estimula la
expresion 0,3 % del proteoma total y se reprime la expresién de un 1,6 % del mismo
(Tabla 6), correspondiente al 2,0y 10,6 % del proteoma expresado, respectivamente.

Tabla 6. Numero de proteinas Unicas y sobreexpresadas, en las muestras de la cepa UYSO10 expuestas
o no a exudados radiculares.

Iforeswn Sobreexpresadas N2 total
unica
+ exudados 4 14 18 (0,3 %*)
- exudados 59 36 95 (1,6 %)

*Los porcentajes de proteinas expresadas se calcularon en base al nimero de secuencias codificantes
presentes en el genoma de la cepa UYSO10.
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Figura 9. Diagrama de volcdn mostrando las proteinas expresadas diferencialmente en presencia y
ausencia de exudados. En el diagrama se grafica la tasa de cambio versus la significancia estadistica para
cada proteina. Puntos azules y naranjas: corresponden a proteinas que satisfacen los dos criterios, el
estadistico y la tasa de cambio. En particular, las proteinas marcadas en naranja se encuentran en muy
baja abundancia (bajo numero de espectros), por lo cual se requiere verificacién experimental. Puntos
rojos: proteinas que no satisfacen el criterio de tasa de cambio y se detectan con el mismo nivel en
ambas condiciones. Puntos verdes: proteinas que satisfacen el criterio de tasa de cambio, pero
probablemente por azar (no satisfacen el criterio estadistico).

Mediante el uso de las herramientas PSORTB y Cello, las proteinas que mostraron un
cambio de expresion (Unicas o diferenciales), se clasificaron en 55 citoplasmaticas, 14
periplasmaticas, 7 de membrana externa, 19 de membrana citoplasmatica, 3 como
extracelulares, 3 no mostraron prediccién y 11 con distinta ubicacién celular (Tablas 7
y 8). Los resultados mostraron también que las principales categorias funcionales COG
gue cambiaron su expresion fueron transporte y metabolismo de carbohidratos vy
aminodcidos, biogénesis y estructura de la membrana, asi como la produccién vy
conversion de energia.

En particular las proteinas que aumentaron su expresién en presencia de los exudados
radiculares estdn asociadas a cambios en el transporte y metabolismo de
carbohidratos y aminodcidos, a la movilidad y quimiotaxis, a la estructura y biogénesis
de la envoltura celular, al plegamiento de proteinas y funciones relacionadas; asi como
a la produccién y conversion de energia (Figura 10).
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Tabla 7. Proteinas identificadas exclusivamente en las muestras de la cepa UYSO10 expuestas o no a exudados radiculares, detectadas mediante la aproximacion

shotgun.

Genen Proteina identificada® Catebgorl'a N2 de Senal UbicacLén

UYSsO10 CoG réplicas total® celular

Unicas en presencia de exudados

2442 Fumarate reductase iron-sulfur protein (EC 1.3.5.4) C 3 24 MC/P*

56 RNA polymerase-binding transcription factor DksA E 3 25 C

2100 Maltose operon periplasmic protein MalM G 4 22 P

1163 Uncharacterized protein conserved in bacteria S 4 23 E

Unicas en ausencia de exudados

5340 Succinate-semialdehyde dehydrogenase [NAD(P)+] (EC 1.2.1.16) C 3 48 MC/C*

5747 Fumarate hydratase class |l (EC 4.2.1.2) C 4 35 C

4596 D-lactate dehydrogenase (EC 1.1.1.28) C 3 27 MC/C*

4580 Bifunctional protein: zinc-containing alcohol dehydrogenase; quinone oxidoreductase ( C 3 20 c
NADPH:quinone reductase) (EC 1.1.1.-); Similar to arginate lyase

3904 Cytochrome d ubiquinol oxidase subunit 11 (EC 1.10.3.-) C 4 18 MC

5423 Methionine synthase |l (cobalamin-independent) E 3 41 C

3618 Dipeptide transport ATP-binding protein DppD (TC 3.A.1.5.2) E 4 24 MC/C*

161 4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate reductase (EC 1.17.1.8) E 4 21 C

2303 5,10-methylenetetrahydrofolate reductase (EC 1.5.1.20) E 3 19 C

2115 Aspartokinase (EC 2.7.2.4) E 3 19 C

3620 Dipeptide transport system permease protein DppB (TC 3.A.1.5.2) E 3 17 MC

355 Putrescine transport ATP-binding protein PotG (TC 3.A.1.11.2) E 3 16 MC

3298 Glutamate Aspartate transport system permease protein Glt) (TC 3.A.1.3.4) E 3 16 MC
IMP cyclohydrolase (EC 3.5.4.10) / Phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide

2522 F 3 31 C
formyltransferase (EC 2.1.2.3)

2685 Xanthine-guanine phosphoribosyltransferase (EC 2.4.2.22) F 3 25 C

4631 1-phosphofructokinase (EC 2.7.1.56) G 4 82 C

3469 Limit dextrin alpha-1,6-maltotetraose-hydrolase (EC 3.2.1.196) G 4 60 C

449 Dihydroxyacetone kinase, ATP-dependent (EC 2.7.1.29) G 4 45 c*
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2008
1532
2678
5347
1868
2173
2843
5260
2086
2529
635

4980
1280
4484
3868
1588
3300
522

4774
2560
1646
2793

2127

2547
5504
5921
295

263

3801
3213
2026
4881

Ribose ABC transport system, ATP-binding protein RbsA (TC 3.A.1.2.1)
Fructokinase (EC 2.7.1.4)

Acyl-CoA dehydrogenase

Ribonuclease G

Peptide chain release factor 2

TsaC/YrdC paralog

Fruktokinase

Penicillin-binding protein activator LpoA

Replicative DNA helicase (DnaB) (EC 3.6.4.12)

NADH pyrophosphatase (EC 3.6.1.22)

Transcription-repair coupling factor
2-Keto-3-deoxy-D-manno-octulosonate-8-phosphate synthase (EC 2.5.1.55)
Translation elongation factor LepA

Protein YeeZ

Outer membrane porin for chitooligosaccharides ChiP
Membrane-bound lytic murein transglycosylase B

Apolipoprotein N-acyltransferase (EC 2.3.1.-)

Methyl-accepting chemotaxis sensor/transducer protein

TsaB protein, required for threonylcarbamoyladenosine (t(6)A) formation in tRNA
Trk potassium uptake system protein TrkA

Nitrate ABC transporter, permease protein

Periplasmic hemin-binding protein

Isocitrate dehydrogenase phosphatase (EC 2.7.11.5)/kinase (EC 3.1.3.-)

Protein translocase subunit Seck

Beta-lactamase (EC 3.5.2.6)

hypothetical protein

Lipid A export permease/ATP-binding protein MsbA
Bis-ABC ATPase Uup

Chromate reductase (EC 1.6.5.2)
5-methylthioribose kinase (EC 2.7.1.100)

Acetate permease ActP (cation/acetate symporter)
Hydrolase, alpha/beta fold family
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3832 ATPase RavA R 3 16 C

1048 Multimeric flavodoxin WrbA R 3 14 E

1727 Hypothetical protein S 3 50 E

3716 Uncharacterized protein YicH S 3 31 P

5515 hypothetical protein S 3 18 MC/ME*
3571 hypothetical protein S 3 17 P

4059 FIG00626109: hypothetical protein S 3 16 P

222 2-oxo-4-hydroxy-4-carboxy-5-ureidoimidazoline (OHCU) decarboxylase (EC 4.1.1.97) S 3 14 I

5346 Uncharacterized protein YhdP S 3 13 I

®La anotacién de la proteina se obtiene de la busqueda utilizando la base de datos del genoma de la cepa UYSO10. bCategorl'as COG: J- traduccidn; L- replicacién,
recombinacidn y reparacion; K- transcripcidén; O- moléculas chaperonas y funciones relacionadas; M- estructura y biogénesis de la pared celular y de la membrana
externa; N- secrecion, movilidad y quimiotaxis; T-transduccién de sefiales; P-transporte y metabolismo de iones inorgdnicos; C-produccién y conversién de energia;
G-transporte y metabolismo de carbohidratos; E-transporte y metabolismo de aminodcidos; F-transporte y metabolismo de nucleétidos; U- trafico intracelular y
secrecion; V- mecanismo de defensa; I-metabolismo lipidico; R-prediccién funcional general; S-sin prediccién funcional. “La sefial total corresponde a la sumatoria del
numero de espectros asignados a cada proteina en cada réplica. Se considera una medida de su abundancia relativa. 9Los resultados mostrados corresponden a
PSORTb, y cuando no hubo prediccién o la misma no se correspondid, se reporta el resultado obtenido por Cello indicado con un “*”. ME- Membrana externa, MC-
Membrana citopldsmica, C- citopldsmica, P- Periplasmatica, E- Extracelular, |- Indeterminada.

Tabla 8. Proteinas con expresion diferencial en las muestras de la cepa UYSO10 expuestas a exudados radiculares, identificadas mediante la aproximacion shotgun.

I::?b?: p-valor 352 g:o Proteina identificada® Egtgbgorla Localizaciéon®
Sobreexpresadas en presencia de exudados

1,50 0,0004 2911 Cell division trigger factor (EC 5.2.1.8) 0 C

1,75 0,00001 16 Acetyl-coenzyme A carboxyl transferase alpha chain (EC 6.4.1.2) I C

1,79 0,00008 3822 ATP synthase FO sector subunit b (EC 3.6.3.14) C MC

2,09 0,0106 4687 Chemotaxis response - phosphatase CheZ N C

2,20 0,0004 3899 Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] alpha chain (EC 6.2.1.5) C C

2,30 0,0105 278 Outer membrane porin OmpF M ME

2,30 0,0032 3260 Alkyl hydroperoxide reductase protein C (EC 1.11.1.15) 0] C

2,42 0,0259 2428 Heat shock protein 60 family co-chaperone GroES 0] C
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2,67 0,0081 2424 Aspartate ammonia-lyase (EC 4.3.1.1) E C
2,86 0,0136 3262 Universal stress protein G C
312 00121 24 Outer membrane chaperone Skp (OmpH) precursor / Outer membrane protein H M p
precursor
3,24 0,0035 2584 LSU ribosomal protein L16p (L10e) J C
3,87 0,0013 500 Fructose-1,6-bisphosphatase, type | (EC 3.1.3.11) G C
4,20 0,0123 5208 Aerotaxis sensor receptor protein N MC
Subexpresadas en presencia de exudados
6,22 0,0018 5332 Outer membrane stress sensor protease DegQ, serine protease 0] P
Enoyl-CoA hydratase (EC 4.2.1.17) / Delta (3)-cis-delta (2)-trans-enoyl-CoA isomerase (EC
5,51 0,0102 1372 5.3.3.8) / 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (EC 1.1.1.35) / 3-hydroxybutyryl-CoA I C
epimerase (EC5.1.2.3)
5,29 0,00001 3952 Excinuclease ABC subunit B L C
4,30 0,0241 2289 Outer membrane vitamin B12 receptor BtuB H ME
3,73 0,0229 4914 Allophanate hydrolase (EC 3.5.1.54) E C
3,64 0,0019 4290 Flagellar M-ring protein FliF N MC/ME*
3,46 0,0441 4915 Urea carboxylase (EC 6.3.4.6) E C
3,43 0,0233 1167 Uncharacterized protein Ydc) S C
343 00131 718 Ferrous iron transport' pe'riplasmic'protein EfeQ, contains peptidase-M75 domain and p p
(frequently) cupredoxin-like domain
3,26 0,0030 4985 Methyl-accepting chemotaxis protein N MC
3,23 0,0044 3467 Glucose-1-phosphate adenylyltransferase (EC 2.7.7.27) G C
3,00 0,0043 2217 Periplasmic Murein Peptide-Binding Protein MppA E P
2,93 0,0006 5673 ABC transporter periplasmic-binding protein YdcS E P
2,89 0,0175 4794 Trehalase (EC 3.2.1.28) @ Periplasmic trehalase (EC 3.2.1.28) G P
2,80 0,0246 5787 N-ethylmaleimide reductase (EC 1. -. -. -) C C
2,75 0,0422 4917 Urea ABC transporter, substrate binding protein UrtA E p*
2,67 0,0211 447 FIG00975563: hypothetical protein S p*
2,63 0,0244 5325 Glutamate synthase [NADPH] small chain (EC 1.4.1.13) E C
2,58 0,0028 4750 Tail-specific protease precursor (EC 3.4.21.102) M MC
2,42 0,0374 2114 Glucose-6-phosphate isomerase (EC 5.3.1.9) G C
2,39 0,0094 4632 Bifunctional PTS system fructose-specific transporter subunit II1A/HPr protein G C
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2,38
2,35
2,33
2,26
2,26

2,18

2,14
2,02
2,02
1,98
1,89
1,78
1,70
1,69
1,65

0,0001
0,0109

0,0378

0,0278
0,0089

0,0200

0,0097
0,0045

0,0007
0,0034
0,0058
0,0020
0,0018
0,0013
0,0014

3087
3911

4683

2916
5756

624

5417
140

3088
4230
4850
25

3084
3577
4133

domain of unknown function DUF1745

Tol-Pal system beta propeller repeat protein TolB

Methyl-accepting chemotaxis protein IV (dipeptide chemoreceptor protein)
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase PpiD (EC 5.2.1.8)

Adenosine deaminase (EC 3.5.4.4)

Succinate-semialdehyde dehydrogenase [NAD] (EC 1.2.1.24); Succinate-semialdehyde
dehydrogenase [NADP+] (EC 1.2.1.79)

Dipeptidyl carboxypeptidase Dcp (EC 3.4.15.5)

LPS-assembly protein LptD

Methyl-accepting chemotaxis sensor/transducer protein

Outer membrane porin OmpC

Aldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.3)

Outer membrane protein assembly factor YaeT

response regulator receiver modulated metal dependent phosphohydrolase
Oligopeptidase A (EC 3.4.24.70)

Long-chain fatty acid transport protein

mO Zz Cwvw

@)

TmHZ oz m

ME

®La anotacidn de la proteina se obtiene de la bisqueda utilizando la base de datos de la cepa UYSO10. bCategorias COG: J-traduccidn; L- replicacién, recombinacién y

reparacion; O- moléculas chaperonas y funciones relacionadas; M- estructura y biogénesis de la envoltura celular y de la membrana externa; N- secrecién, movilidad

y quimiotaxis; T- transduccion de sefiales; P- transporte y metabolismo de iones inorganicos; C- produccién y conversién de energia; G- transporte y metabolismo de

carbohidratos; E- transporte y metabolismo de aminoacidos; F- transporte y metabolismo de nucleétidos; H- metabolismo co-enzimatico; |- metabolismo lipidico; U-

trafico intracelular y secrecién; S- sin predicciéon funcional. ‘Los resultados mostrados corresponden a PSORTb, y cuando nohubo prediccién o la misma no se
correspondié, se reporta el resultado obtenido por Cello indicado con un “*”. ME- Membrana externa, MC- Membrana citopldsmica, C- citoplasmica, P-
Periplasmatica.
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Figura 10. Clasificacién en categorias funcionales COG de las proteinas presentes Unicamente o
sobreexpresadas en presencia de exudados (n=18). J- traduccién; O- moléculas chaperonas y funciones
relacionadas; M- biogénesis y estructura de la membrana externa; N- secrecién, movilidad y
quimiotaxis; T- transduccién de sefiales; C- producciéon y conversidon de energia; G- transporte y
metabolismo de carbohidratos; E- transporte y metabolismo de aminoacidos; I- metabolismo lipidico; S-
sin prediccion funcional.

En relacidon con las proteinas detectadas de funcidon hipotética, en presencia de
exudados se encuentra sobreexpresada la proteina UYSO10_1163. Esta proteina
clasificada como extracelular presenta el dominio 2076 de funcién desconocida, pero
gue posiblemente posea un sensor de unidn a ligando. Por otro lado, dentro de las
proteinas reprimidas en presencia de exudados encontramos, una proteina
citoplasmatica con homologia con una histidine kinasa, la cual presenta un dominio
FIST que se cree une ligandos pequefios (UYSO10 _3087) y dos proteinas con el
dominio AsmA (UYSO10 3716 y UYSO10 5346), el cual ha sido sugerido como
involucrado en el ensamblaje de OMPs en E. coli, pudiendo tener un rol en la
biogénesis de LPS. A su vez se observaron reprimidas las siguientes proteinas con
funcién desconocida: una proteina periplasmatica perteneciente a la superfamilia YncE
(UYSO10_4059); una proteina extracelular (UYSO10_1727), la proteina Ydcl
(UYSO10_1167) que presenta un dominio de funcidon desconocida DUF1338 y una
proteina con el dominio de funcidon desconocida DUF2589 (UYSO10_447). Cabe
mencionar que las proteinas UYSO10 3571 y UYSO10 5515,son muy interesantes
porque no tienen ortélogos ni homélogos.
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3. DISCUSION

3. 1 LOS EXUDADOS RADICULARES SON LA PRIMERA SENAL EN LA INTERACCION PLANTA-

BACTERIA

Las plantas son capaces de liberar (exudar), a través de sus raices hasta un 20 % de sus
productos fotosintéticos al suelo [47, 155]. Los exudados radiculares consisten
principalmente en azlcares complejos, aminodcidos, dacidos organicos, enzimas
extracelulares, fenoles, vitaminas y macromoléculas nitrogenadas (purinas vy
nucledsidos) [156]. Se asume que los compuestos presentes en los exudados
radiculares sirven como fuente de C y N para las bacterias del suelo [155]. Estas
fuentes de C externas al suelo influencian la estructura, diversidad y funcionalidad de
la comunidad rizosférica [47].

A su vez, algunos de los compuestos exudados incluyendo azucares, aminoacidos,
acidos carboxilicos (succinato, fumarato y malato) y compuestos aromaticos
(luteonina, catecoles, acetosiringona, entre otros), inducen una quimiotaxis
dependiente de flagelo en las bacterias del suelo hacia las raices [47, 156].
Particularmente, se ha reportado la liberacién de exudados en la zona de los pelos
radiculares, en la zona apical, asi como en los sitios de emergencia de raices
secundarias (ramificaciones) [47], siendo éstos mismos sitios los preferidos para la
colonizacidn por las bacterias rizosféricas e ingreso por las bacterias endéfitas [75].

Una gran variedad de factores ambientales como la presencia de estrés bidtico y
abidtico (ej. la falta de algun nutriente), asi como la estructura del suelo, puede
modular el proceso de exudacién tanto cuantitativa como cualitativamente [47, 157].
Asimismo, no se descarta que la exudacién de ciertas moléculas especificas dependa
en parte, del reconocimiento de sefiales moleculares secretadas por las bacterias en
respuesta a las sefales secretadas previamente por las plantas [158, 159]. En este
sentido, se considera que la sefializacion molecular entre las bacterias y las plantas
(potenciales hospederos), juega un rol fundamental en el establecimiento de
interacciones benéficas y patogénicas. Sin embargo, los mecanismos moleculares
subyacentes en las interacciones planta-bacteria endodfita, se encuentran poco
comprendidas [47, 51].

En el capitulo Il, se determind que las cepas UYSO10 y UYSO24 utilizan una amplia
variedad de fuentes de N y C, incluso las presentes en los exudados. También se
describié en ambas cepas la presencia de flagelos y del movimiento tipo swimming que
les permite a las bacterias desplazarse en funcién de una sefal quimiotactica.
Asimismo, en ensayos de co-cultivo, se observd que las cepas en estudio colonizan las
plantas de cafia de azlcar micropropagadas en las zonas de mayor liberaciéon de
exudados, sugiriendo la existencia de alguna sefalizacion entre las partes [93]
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(Capituloll). Por lo tanto, como una primera caracterizacion, en este capitulo se evalué
la respuesta bacteriana a la presencia de exudados radiculares en el mismo medio de
cultivo donde se han realizado previamente los ensayos de interaccidn planta-bacteria:
MS 1/10 sin N. Dicho medio de cultivo posee una baja concentracién de fuente de C
(sacarosa 2 g/l) y no posee fuente de N, de forma de favorecer la interaccién planta-
bacteria [123]. Teniendo estas caracteristicas del medio en cuenta, asi como los
resultados obtenidos a partir de las curvas de crecimiento, podemos a priori asumir
que el crecimiento en el medio MS 1/10 sin N constituye una situacion de estrés para
las bacterias.

3. 2 APLICACION DE UNA APROXIMACION PROTEOMICA GLOBAL AL ESTUDIO DE LA

INTERACCION PLANTA-BACTERIA
Con el desarrollo de las herramientas émicas, se comenzaron a aplicar aproximaciones
globales al estudio de la interaccidn planta-bacteria buscando analizar la expresién
génica diferencial con el fin de caracterizar nuevos genes vinculados a la interaccion
planta-bacteria [77, 159-162]. En el presente trabajo se utilizaron 2 estrategias
proteédmicas para abordar una de las primeras etapas de la interaccion: la respuesta
bacteriana a los exudados radiculares.
Las proteinas estan involucradas en casi todos los aspectos fisioldgicos de la vida
celular y en oposicién al genoma que es estatico, se comportan de forma dinamica,
dependiendo de la célula y de su ambiente. Sin embargo, el analisis del proteoma es
mas dificil de descifrar y es considerado un orden de magnitud mas complejo que el
genoma, debido principalmente a las numerosas modificaciones o variaciones
postraduccionales que las proteinas pueden presentar.
La mayoria de los estudios émicos y en particular proteémicos han sido realizados en
modelos de interaccién planta-patégeno o planta-simbionte, principalmente en la
interaccidon leguminosa-rizobio [6]. En contraposicidon, pocos trabajos han aplicado
estas técnicas a la interaccion planta-bacteria enddfita [6,77, 163]. En su mayoria las
aproximaciones realizadas han utilizado técnicas dependientes de gel (2D SDS-PAGE y
DIGE), para abordar el estudio de la respuesta bacteriana a la asociacién con la planta.
Sin embargo, se han identificado muy pocas proteinas de la planta especificamente
expresadas en la interaccion con la bacteria. Probablemente este hecho se deba a la
mayor complejidad del proteoma vegetal. Finalmente, otra caracteristica de este tipo
de aproximaciones es que dificilmente pueden aplicarse en sistemas reales, por lo
tanto, se utilizan modelos de laboratorio.

Particularmente en este trabajo, el material de partida fueron extractos proteicos
bacterianos obtenidos a partir de un sistema gnotobidtico. Nuestra aproximacién
presentd fortalezas y limitantes, las cuales fueron consideradas en el posterior analisis
de cada experimento. Como fortalezas podemos considerar: (i) el uso de un modelo
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planta-bacteria caracterizado previamente en el laboratorio, (ii) el uso del mismo
medio de cultivo utilizado en otros estudios de interaccién planta-bacteria. En
contraposicién, en la mayoria de los trabajos similares se realizé una dilucién de los
exudados radiculares en un medio de cultivo de crecimiento bacteriano [159, 163—
165]. (iii) el uso de una cepa perteneciente al género Rhizobium, el cual ha sido poco
estudiado como enddfito a la fecha y (iv) de una cepa del género Kosakonia, el cual ha
sido descripto recientemente y presenta varias cepas con caracteristicas PCV. Si bien
se han aplicado aproximaciones transcriptdmicas y protedémicas utilizando la cepa K.
radicincitans DSM16656T, en su totalidad estos estudios han sido analizados desde el
punto de vista de la planta y particularmente en interacciéon con la planta modelo A.
thaliana [27, 98, 166].

Por otro lado, nuestra aproximacién experimental posee principalmente las siguientes
limitantes: (i) la exposicion bacteriana a la presencia o no de exudados en condiciones
de agitacion. Esto se debe a que en la naturaleza la interaccién planta-bacteria no se
da en movimiento, el cual puede inhibir la formacién de biopeliculas, asi como alterar
los niveles de oxigeno afectando por ejemplo la FBN. En nuestro caso se decidid
realizar el experimento en estas condiciones con el fin de que la exposiciéon a los
exudados se realice homogéneamente. (ii) el numero de bacterias expuestas a la
presencia de exudados radiculares es mayor a los ensayos previos descriptos en los
experimentos de colonizacion realizados en nuestro laboratorio [93] (Capitulo lI),
debido a que en estas condiciones las cepas se reproducen poco. Este hecho puede
eventualmente “diluir” la relacidon bacteria-exudado y por tanto influenciar en la
capacidad de respuesta bacteriana. Sin embargo, en la casi totalidad de las
aproximaciones realizadas por otros autores, el efecto de “dilucién” estd presente
[159, 163,164].

3. 2.1 USO DE LAS TECNICAS DIGE Y NANO LC-MS/MS EN NUESTROS MODELOS DE ESTUDIO

Al aplicar la técnica de DIGE se observé la presencia de “trenes” de proteinas en el gel,
efecto que ha sido ampliamente reportado por otros autores en estudios similares
[167-170].

Particularmente, a partir del spot 24_S10 se identificaron 2 proteinas. Este hecho
puede deberse a la difusidon o proximidad de otras proteinas y ha sido reportado por
otros autores en trabajos similares [167]. En estos casos no se pudo confirmar cual fue
la proteina que presentd una expresidon diferencial, por lo cual el spot no fue
considerado en el analisis.

Por otro lado, en este trabajo se aplicaron 2 estrategias diferentes para analizar el
proteoma de la cepa UYSO10 expuesta o no a la presencia de exudados radiculares. Es
importante resaltar que para la aplicacion de ambas técnicas se partié de los mismos
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extractos proteicos. Los resultados mostraron que todas las proteinas identificadas
aplicando la estrategia de DIGE, fueron identificadas (como proteinas
sobreexpresadas, subexpresadas o constitutivas), utilizando nano LC-MS/MS. Sin
embargo, no todas las proteinas mostraron la misma tendencia de expresiéon en ambas
aproximaciones (Tabla 9). Estas diferencias pueden deberse a que ambas técnicas
analizan el proteoma de forma diferente. Por un lado, la técnica de DIGE separa las
proteinas y también sus isoformas, pudiendo eventualmente identificar Ilas
modificaciones postraduccionales, sin embargo, esta técnica es poco sensible para
proteinas de baja concentracidn. Por el otro lado, utilizando la técnica de nano LC-
MS/MS se cuantifican las poblaciones totales de cada proteina (conformadas por todas
las isoformas) y es sensible a identificar proteinas expresadas en menor concentracion.
Finalmente cabe comentar que la estrategia de DIGE tiende a subestimar la tasa de
cambio observada para las proteinas debido a la sefial de fondo presente en los geles.
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Tabla 9. Comparacion de los resultados obtenidos aplicando la técnica de DIGE y nano LC-MS/MS con conteo de espectros para la cepa UYSO10.

Gen en Andlisis por DIGE Andlisis por LC MS/MS y conteo de espectros
uYso10 Proteina identificada Tasa de cambio  p-valor Expresién Tasa . de p-valor
cambio
Sobreexpresadas en
presencia de exudados
2424 Aspartate ammonia-lyase 2,51 0,01 Sobreexpresada 2,66 0,0082
4917 Urea ABC transporter, substrate binding protein UrtA 2,21 0,00037 Subexpresada 2,75 0,042
1163 Uncharacterized protein conserved in bacteria 1,89 0,022 Unica en presencia de exudados
744 Glucose-1-phosphatase 1,7 0,028 No presenta diferencias en su expresion
1898 Phosphoglycerate kinase 1,45 0,04 No presenta diferencias en su expresion
Subexpresadas en presencia
de exudados
2343 FIG00955836: hypothetical protein 1,77 0,0079 No presenta diferencias en su expresion
2100 Maltose operon periplasmic protein MalM 1,69 0,0063 Unica en presencia de exudados
255 Outermembraneprotein A precursor 1,58 0,0075 No presenta diferencias en su expresion
4794 Trehalase 1,49 0,019 Subexpresada 2,88 0,017
2429 Heat shock protein 60 family chaperone GroEL 1,37 0,039 No presenta diferencias en su expresién
447 FIG00975563: hypothetical protein 1,37 0,039 Subexpresada 2,66 0,021
3837 Ribose ABC transporter system, periplasmic_ ribose- 1,3 0,016 No presenta diferencias en su expresion

binding protein Rbs
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3. 3 RESPUESTA DE LA CEPA UYSO10 A LA PRESENCIA DE EXUDADOS RADICULARES DE

CANA DE AZUCAR
En este andlisis se integran los resultados obtenidos como resultado de Ia
aproximacion protedmica del tipo 2D-DIGE y shotgun para la cepa UYSO10 expuesta a
los exudados radiculares de plantas de cafa de azUcar micropropagadas.

3. 3. 1 TRANSPORTE Y METABOLISMO DE NUTRIENTES

Teniendo en cuenta que la cepa en estudio es una bacteria enddfita, capaz de
colonizar los tejidos internos de las plantas de cafia de azlcar rdpidamente [93]
(Capitulo 11), se espera que en los primeros pasos de la interaccion sea capaz de captar
y metabolizar los compuestos exudados por la planta ya sea como fuente nutricional o
como sefales.

Metabolismo del C

El analisis protedmico determind que en ambas condiciones la cepa UYSO10 expresa
de forma constitutiva proteinas asociadas al transporte y metabolizacion de glucosa,
probablemente proveniente de la degradacién de la sacarosa del medio de cultivo, asi
como manosa, manitol, xilosa, arabinosa, galactosa, otros azucares sin identificar,
maltosa/maltodextrin, pirimidina y alosa (Figura 11). El origen de estos
transportadores no es claro, al menos en la condicién sin exudados, debido a que la
Unica fuente de C presente en el medio de cultivo es la sacarosa. Se podria especular
gue la expresion de dichas proteinas puede deberse a que: i) la bacteria en condiciones
de estrés exprese otros transportadores en busqueda de nuevas fuentes de C, o ii) la
existencia de fuentes de C a partir de la degradacion de células muertas. Esta opcidn es
posible si se interpreta que la falta de crecimiento en estas condiciones no implica el
estado estacionario de cada célula, sino que existe un recambio (crecimiento y muerte
celular).

Es interesante resaltar que, en presencia de exudados, no se observa la sobreexpresion
de otros transportadores que pudieran indicar el uso de una fuente de carbono
diferencial presente en los mismos. Sin embargo, esta observacidon podria explicarse
teniendo en cuenta la larga fase lag mostrada por las bacterias al crecer en este medio
de cultivo (Capitulo 1), o la presencia en los exudados de glucosa, o alguna de las otras
fuentes de C para las cuales hay transportadores expresados (sin que lleguen a
saturarlos).

Por otro lado, en ausencia de exudados, se sobreexpresan proteinas asociadas al
transporte y metabolizacién de la fructosa, asi como proteinas asociadas al transporte
de acetato, ribosa y oligosacaridos (Figura 11). Una posible explicacion es que en esta
situacion la bacteria se encuentra en una situacidn de estrés nutricional e intenta
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metabolizar cualquier fuente de C disponible en el medio de cultivo. Esto se observa
por ejemplo para la sacarosa, componente en baja concentracion del medio MS (1/10
y sin N), donde la bacteria en ausencia de exudados transporta glucosa y fructosa,
mientras que, en presencia de estos solo transporta glucosa. Cabe resaltar que la cepa
UYSO10 es capaz de crecer en sacarosa, glucosa y fructosa (Capitulo Il). El mismo
comportamiento del empleo diferencial de los monosacaridos de la sacarosa se ha
reportado en la cepa E. coli W. En esta bacteria se observd que el crecimiento en
sacarosa 2 g/l es extremadamente lento [171] y que, bajo estas condiciones
consideradas de estrés nutricional, utiliza tanto la glucosa y la fructosa provenientes de
la sacarosa. Sin embargo, cuando se encuentra creciendo en altas concentraciones de
sacarosa (20 g/l), emplea solamente glucosa como fuente de C [171]. Estas
observaciones sugieren que la cepa UYSO10 en presencia de exudados no se encuentra
en condiciones de estrés nutricional, probablemente porque esté utilizando otra
fuente de C no detectada en este estudio.

| Sacarosa |.

| Glucosa | | Manosa | | Manitol | | Fructosa| | Acetato |
|

Extracelular T 1 I []
Intracelular l l l * *
| a-D-Glycosa 6P | | Manosa 6P | | Manitol 1P | | Fructosa 1P| | Acetato |
Glucégeno ,_—‘
B-D-Fructosa 6P D-Fructosa
(ot
TT | B-D-Fructosa 1,6 bi P |

\\
UDP-Glucosa |, +— | a-D-Glucosa 1P

1\ [ ]
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AU T
Trehalosa ) ‘ [ T .
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Figura 11. Representacion esquemdtica de las principales vias del metabolismo del C identificadas en la
cepa UYSO10 expuesta o no a la presencia de exudados radiculares. Las vias marcadas con negro se
encuentran expresadas de forma constitutiva, las verdes sobreexpresadas en presencia de exudados y
las rojas reprimidas. Las flechas negras con trazo cortado sefialan posibles vias para las que no se
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encontrd la enzima expresada en ninguna de las condiciones. Los asteriscos marcan que la enzima se
expresd Unicamente en presencia (verde) o ausencia (rojo) de exudados. Cuando una misma via se
encuentra sefialada con mds de una indicacion, se refiere a que se observaron proteinas o subunidades
con diferente tendencia. Finalmente, en recuadros grises se indica una posible funcidn de los cambios
proteicos evidenciados.

En relacién con el metabolismo de los carbohidratos y su respiraciéon, en ambas
condiciones se observan expresadas de forma constitutiva las enzimas de la via de la
glucdlisis, asi como las enzimas que permiten la conversidn de piruvato en acetil-CoA,
las enzimas del ciclo de Krebs y la de las vias del ciclo del glioxilato (Figura 11y 12). La
expresion de estas vias sugiere que la bacteria en condicidén sin exudados posee una
expresion basal del metabolismo de carbohidratos, probablemente porque se
encuentra en una fase de latencia (no crece). Sin embargo, en presencia de exudados
se sobreexpresan algunas enzimas, sugiriendo que la célula se encuentra activa y
metabolizando carbohidratos con el fin de obtener energia y poder reductor, asi como
intermediarios para la biosintesis de nuevas moléculas.

Acetil-CoA
Oxalacetato A—

st | <[]

Fumarato

hidratasa Succinato

. deshidrogenasa

UYS010_5747
87£S 0TOSAN

UYSO10_3898

7> . e
Succinato | =+ ST

UYS010_3899

Fumarato
reductasa

Succinil-CoA ligasa

Figura 12. Representacion esquemadtica de las enzimas y sus subunidades que cambian su expresion en
el Ciclo de Krebs, identificadas en la cepa UYSO10 expuesta o no a la presencia de exudados radiculares.
Las vias marcadas con negro se encuentran expresadas de forma constitutiva, las verdes
sobreexpresadas en presencia de exudados y las rojas reprimidas. Los asteriscos marcan que la enzima
se expresO Unicamente en presencia (verde) o ausencia (rojo) de exudados. En los casos en que una
enzima estd representada por mas de una flecha, se representa el analisis de cada una de las
subunidades de la enzima.
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En particular en el ciclo de Krebs se observaron algunos pasos con enzimas que
presentaron un cambio de expresiéon en las condiciones evaluadas (Figura 12),
sugiriendo que en presencia de exudados la cepa UYSO10 estd acumulando
principalmente succinato y succinil-CoA, los cuales probablemente sean utilizados
como intermediarios para la sintesis de nuevas moléculas. En particular, en G.
diazotrophicus crecida en co-cultivo con cafa de azlicar se observd la expresion
exclusiva de la enzima Succinil-CoA ligasa [168]. Los autores hipotetizaron que el
acumulo de succinato en la célula podria asociarse a la producciéon de EPS y ciertos
succino-glicanos, los cuales han sido reportados como participantes en el
establecimiento de asociaciones bacteria-planta. Es posible, que este sea también el
caso de la cepa UYSO10, la cual, a partir del censado de los exudados radiculares,
produzca EPS y se prepare para la interaccién con la planta. En estas condiciones
también se observa la sobreexpresion de la primera enzima en la via de biosintesis de
los acidos grasos (Figura 11). La estimulacién de esta via podria también estar
relacionada con un cambio en la membrana celular y por ende repercutir en una
posible interaccidn con la planta.

En relacién con el metabolismo energético, entre las proteinas sobreexpresadas en
presencia de exudados, se observd la FIFO ATPasa, enzima que utiliza el gradiente
protén motriz generado para producir ATP. Esta enzima también se ha reportado
sobreexpresada en G. diazotrophicus y en Burkholderia sp. Q208 en co-cultivo con
plantas de cafia de azucar [77, 162]. El aumento de esta enzima en presencia de
exudados, junto con un aumento en el metabolismo de carbohidratos, sugiere una
mayor produccion de ATP en la célula, probablemente porque las células se
encuentran creciendo (lentamente) y estan activas.

Los resultados también mostraron la expresién constitutiva de la gluconeogénesis,
junto con la sobreexpresién de dos de sus enzimas en presencia de exudados (Figura
11). Esta observacién, junto con la represion de la sintesis de componentes
estructurales como glucdgeno, celulosa y sus derivados, sugiere que la cepa UYSO10
en presencia de exudados puede estar sintetizando trehalosa (Figura 11). Dado que la
sintesis y almacenamiento de este disacarido puede asociarse a situaciones de estrés
osmotico [172], es probable que la cepa UYSO10 detecte la presencia de la planta a
partir de sus exudados preparandose para el cambio osmético.

Metabolismo del N

A pesar de que la cepa UYSO10 es diazdtrofa, no se detectd la presencia de la enzima
nitrogenasa, ni en la condicién con ausencia de exudados, donde no habia fuente de N;
ni en presencia de exudados donde posiblemente exista alglin compuesto nitrogenado
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exudado. Probablemente, la falta de expresién de la enzima se deba a la presencia de
oxigeno en ambas condiciones, el cual es un inhibidor de su sintesis [38].

En términos generales, el anadlisis protedmico muestra que en presencia de exudados
se reprimen proteinas vinculadas a la captacidon de diferentes fuentes nitrogenadas,
sugiriendo que en estas condiciones la bacteria emplea preferentemente compuestos
facilmente asimilables y disponibles en los exudados (Figura 13). Este hecho concuerda
con el crecimiento observado cuando se emplearon los exudados radiculares como
fuente de N para la cepa UYSO10 (Capitulo Il). En ese sentido, recientemente se
demostré que las plantas de trigo exudan un gran nimero de compuestos con N
organico, incluyendo aminoacidos, aminas y poliaminas, compuestos de amonio
cuaternario, nucleobases y nucleosidos [173].

Por su parte, los transportadores de diferentes compuestos nitrogenados reprimidos
en presencia de exudados estan involucrados con el transporte de poliaminas del tipo
putrescina, nitrato, glutamato, dipéptidos, urea, incluyendo dos enzimas necesarias
para su degradacién; asi como enzimas involucradas en la degradacién del acido 4-
aminobutanoico. La represidon de dichos transportadores concuerda con estudios
previos en E. coli, la cual al ser crecida con fuentes de N de facil asimilacién reprime los
transportadores mencionados [174]. Particularmente en el caso del transportador de
urea, mediante la metodologia de nano LC-MS/MS, se pudo determinar que las
concentraciones globales del transportador disminuyeron en presencia de exudados.
Sin embargo, mediante la técnica de DIGE se observé el aumento significativo de tres
de sus isoformas. La aparicién de nuevas isoformas y por tanto de una modificacion
postraduccional, puede indicar que la proteina podria jugar un rol en la interaccién.
Esto también fue observado en H. seropedicae co-cultivada con plantas de trigo,
desconociéndose especificamente su funcién [161] (De Souza com. pers).

Por otra parte, el aspartato pareceria estar asociado a la fuente de N presente en los
exudados. Esta observacion surge de la sobreexpresidn de la enzima aspartato amonio
liasa y de la represidn de un trasportador anti-sentido de glutamato/aspartato (Figura
13). Asimismo, esto concuerda con reportes que indican que el acido aspartico es uno
de los cuatro acidos orgdnicos mas abundantes presentes en el apoplasto de plantas
de cafia de azucar [175], por lo que parece légico que pueda ser una de las moléculas
exudadas por la planta. Mas aun, previamente se demostré que la cepa UYSO10 puede
usar asparagina como fuente de N [94].

Por ultimo, los resultados parecen indicar que en ambas situaciones la bacteria esta
asimilando alguna fuente de nitrato el cual es convertido en amonio, para luego ser
incorporado a formas organicas mediante las enzimas de expresién constitutiva
glutamina sintetasa (GS) y la glutamato sintasa (GOGAT) (Figura 13). Particularmente,
en bacterias crecidas en presencia de exudados se observé una disminucién en la
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Figura 13. Andlisis esquematico de las posibles fuentes de N y su metabolizacién, identificadas en Ila
cepa UYSO10 expuesta o no a la presencia de exudados radiculares. Las proteinas y vias marcadas con
negro se encuentran expresadas de forma constitutiva, las verdes sobreexpresadas en presencia de
exudados y las rojas reprimidas.

expresion de una de las subunidades de la GOGAT (UYSO10_5325). Dicha enzima se
encuentra vinculada a la asimilacién de amonio como a la biosintesis de glutamina,
glutamato y asparagina. La disminucién de la GOGAT fue también observada en H.
seropedicae SmR1 crecida en presencia de extractos de cafia de azucar [165]. En dicho
trabajo los autores hipotetizan, teniendo en cuenta otros trabajos, que la expresién de
dicha enzima no estd regulada por amonio sino reprimida por el glutamato presente
en el extracto de cafia de azlcar utilizado. Si bien se demostré la presencia de acido
glutdmico en el liquido apoplastico de caifa de azlcar [175], ésta no parece ser la
situacion de la cepa UYSO10 debido a que en presencia de exudados los
transportadores de glutamato se encuentran reprimidos. Por otra parte, se ha
reportado que en R. etli la actividad de la enzima GOGAT es mayor en vida libre que en
simbiosis y que al realizar una mutante en el gen se observa un aumento en la
secrecion de amonio [176]. Estos antecedentes juntamente con los resultados hacen
interesante la evaluacion de la actividad de la enzima GOGAT en condiciones de FBN,
asi como la evaluacidn de la capacidad de la cepa UYSO10 de excretar amonio.
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Otros nutrientes

Los resultados también mostraron que, en presencia de exudados se reprimen
transportadores relacionados con K, hemina y un sistema de baja afinidad por Fe".
Asimismo, en estas condiciones se reprimen la expresion de proteinas relacionadas
con la biosintesis de aminodcidos tales como metionina, lisina y treonina y con el
reciclaje de metionina. En particular la enzima MetE involucrada en la biosintesis de
metionina, también se observd reprimida cuando la cepa Pseudomonas aeruginosa
PAO1 fue crecida en presencia de exudados radiculares de remolacha [159]. En relacién
con todos estos nutrientes, los resultados sugieren que en los exudados deben existir
compuestos facilmente asimilables que satisfacen las demandas nutricionales.

3. 3. 2 MOVILIDAD Y QUIMIOTAXIS

Los resultados obtenidos sugieren que, en presencia de los exudados radiculares, la
bacteria se encuentra en una situacion mas favorable donde podria asentar una
poblacién y no requiere de buscar mejores condiciones mediante su movimiento. Esta
observacion se desprende del hecho que en presencia de exudados se sobreexpresa la
proteina de estrés universal G, asociada en E. coli con la formacién de autoagregados y
la disminucién de la movilidad por swimming [177]; asi como la proteina CheZ, cuya
funcién es reprimir la quimiotaxis (Figura 14). A su vez, en dichas condiciones se
reprimen la proteina estructural del flagelo FliF y cuatro methyl-accepting chemotaxis
proteins (MCP).

La represion de genes vinculados a la sintesis del flagelo en bacterias asociadas a
plantas ha sido postulada como una estrategia para disminuir las defensas de la planta,
debido a que la flagelina es un MAMP [159, 162-164]. Sin embargo, la inhibicion del
flagelo no es universal, por ejemplo, en H. seropedicae SmR1 creciendo en presencia
de extractos de cafia de azucar, se observé la sobreexpresion de la flagelina [165]. En
este caso, los autores sugieren que existe una fina regulacidn en la sintesis del flagelo
en la interaccidn planta-bacteria, debido a que el flagelo también ha sido asociado a la
colonizacidn vegetal y a la formacién de biopeliculas. En nuestro modelo, la inhibicidn
del flagelo podria sugerir que la bacteria intenta evadir las defensas vegetales.

Por ultimo, en presencia de exudados, se identificd sobreexpresado el receptor
sensorial de la aerotaxis (AerC), el cual ha sido previamente vinculado a la interaccion
planta-bacteria [178, 179]. La aerotaxis implica que, frente a cambios en el
metabolismo energético, la bacteria comienza a desplazarse hasta alcanzar
condiciones mas favorables. En particular se demostré en A. brasilense que niveles
bajos de N aumentan la expresidn del receptor AerC, el cual se asocié con la busqueda
de condiciones de microaerofilia necesarias para la FBN [179]. Este podria ser también
el caso de la cepa UYSO10, que se encuentre procurando las condiciones necesarias
para realizar la FBN.
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Figura 14. llustracion de las proteinas identificadas y asociadas a la envoltura celular, transduccion de
sefiales, movilidad y adhesién en la cepa UYSO10 en presencia de exudados radiculares. Las proteinas
marcadas con verde se encuentran sobreexpresadas en presencia de exudados y las rojas reprimidas.
Finalmente, en recuadros grises se indica una posible funcidn de los cambios proteicos evidenciados.

3. 3. 3 ENVOLTURA CELULAR

Las proteinas de membrana juegan una funcién importante en procesos tales como la
transduccion de sefales, el transporte de productos y sustancias, asi como en la
interaccidn celular entre otros.

Los resultados obtenidos mostraron que la cepa UYSO10 presentd grandes cambios en
la expresién de proteinas asociadas a la biogénesis y estructura de la envoltura celular,
sugiriendo una fuerte reorganizacién de esta y por tanto la adaptacién a la presencia
de exudados radiculares (Figura 14). Posiblemente, algunos de estos cambios se
asocien a una potencial interaccion compatible con la planta percibida por la bacteria,
los cuales han sido reportados en otras BPCV creciendo en co-cultivo con plantas [160,
161].

En presencia de exudados se identificaron sobreexpresados el canal OmpF y la
chaperona OmpH. La primera ha sido identificada como una de las proteinas
sobreexpresada con mayor tasa de cambio en P. putida cultivada en presencia de
exudados de plantas de canola, sugiriéndose que esta involucrada en el transporte de
la molécula de ACC, o la adhesién de la bacteria a la pared celular [163]. Teniendo en
cuenta que la cepa UYSO10 no posee la enzima ACC desaminasa (Capitulo Il), seria
interesante evaluar si OmpF esta involucrada en la adhesién a la superficie vegetal.
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En cuanto a OmpH, la misma pertenece a la familia inmunogénica de porinas que
permiten el pasaje de pequefias moléculas a través de la membrana, actuando
también como receptor y chaperona manteniendo la solubilidad de otras proteinas de
membrana [77]. Esta proteina fue identificada sobreexpresada en la cepa G.
diazotrophicus en co-cultivo con caifa de azucar sugiriéndose su posible rol tanto
estructural como regulatorio [77].

Por otro lado, varias proteinas estructurales (OmpC, OmpA, SecE y TolB), asi como
asociadas a la biogénesis de la membrana (YaeT, MsbA, LpoA y proteinas asociadas a la
sintesis y transporte de LPS), se encuentran reprimidas en presencia de exudados.
Muchas de ellas han sido descriptas como antigenos inmunogénicos por lo que su
represidon podria estar vinculada a evitar la activacion del sistema inmune de la planta
y asi lograr una interaccion compatible [180].

3. 3. 4 CHAPERONAS Y FUNCIONES RELACIONADAS AL ESTRES

Se puede considerar que tanto la interaccion con el hospedero (en este caso la
exposicién a exudados radiculares), o la falta de nutrientes (ausencia de los exudados
radiculares), constituyen fuentes de estrés bidticas y abidticas respectivamente. Por
este motivo es esperable que diferentes chaperonas y proteinas vinculadas al estrés
sean expresadas en cada una de las condiciones evaluadas.

En presencia de exudados se vieron sobreexpresadas dos chaperonas vinculadas al
plegado de proteinas, la Heat shock protein GroES y la Cell division trigger factor
(Figura 14). Particularmente GroES, suele actuar junto con la chaperona GroEL. Esta
Gltima proteina fue detectada de manera constitutiva mediante nano LC-MS/MS,
mientras que en la aproximacién por DIGE, se detectd significativamente disminuida
en presencia de exudados. Estas observaciones sugieren que los niveles globales no
cambiaron, pero si algunade sus isoformas. Se ha reportado para el caso de G.
diazotrophicus, las sobreexpresiones de GroEL y GroES cuando la bacteria se crece en
co-cultivo con plantas de cafia de azlcar, siendo interpretado como necesarias para la
condicidn de estrés que significa la infeccion de la planta [77, 168]. Asimismo, la
expresion de GroEL se ha asociado en S. meliloti a la regulacidn de los genes nod [181].
Teniendo en cuenta éstos antecedentes y los resultados obtenidos, se puede especular
que estas chaperonas pueden estar involucradas en una respuesta especifica a la
adaptacidn y sobrevivencia bacteriana en las condiciones de estrés bidtico que supone
la interaccion con la planta.

También en presencia de exudados, se identificaron como reprimidas las chaperonas
vinculadas al estrés: DegQ, PpiD, RavA y una aldehido deshidrogenasa. Las mismas han
sido reportadas como involucradas en procesos tales como la degradacién de
agregados de proteinas de membrana externa plegadas erréneamente y la
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metabolizacion de aldehidos, por lo que se podria especular que las mismas estén
asociadas a la situacidn de estrés nutricional existente, cuando la bacteria se expone al
medio MS.

Por otro lado, la respuesta general al estrés también involucra la proteccién frente al
dafio oxidativo [75]. En ese sentido, en presencia de exudados se identifico
sobreexpresada una Alkyl hydroperoxide reductase protein C (AhpC), la cual es una
oxidorreductasa involucrada en la homeostasis celular y redox (Figura 14). La
sobreexpresion de esta enzima fue también observada en la cepa endodfita
Burkholderia phytofirmans creciendo endofiticamente en plantas de papa [182].
Asimismo, la expresion de diversas enzimas antioxidantes ha sido observada en cepas
enddfitas en condiciones de co-cultivo con sus plantas hospederas [77, 136, 168], por
lo que AhpC podria actuar también en estas condiciones.

3. 4 RESPUESTA DE LA CEPA UYSO24 A LOS EXUDADOS RADICULARES DE CANA DE
AZUCAR

En este anadlisis se integran los resultados obtenidos mediante la aproximacion

proteédmica del tipo 2D-DIGE para la cepa UYSO24 expuesta a los exudados radiculares

de cafas de azUcar micropropagadas. En el caso de la cepa UYSO24 no se realizd una

aproximacioén del tipo shotgun.

3. 4. 1 TRANSPORTE Y METABOLISMO DE NUTRIENTES

Los resultados obtenidos sugieren que en presencia de exudados la cepa UYSO24
adapta su proteoma para el empleo de compuestos como fuente de C y N,
posiblemente presentes en los exudados. En estas condiciones la cepa esta activa ya
gue sobreexpresé una aldolasa, la cual participa en la conversion de azlcares en
energia, asi como la enzima citrato sintasa del Ciclo de Krebs. Como se menciond
previamente, el Ciclo de Krebs también estd activo en la cepa UYSO10 (punto 3. 3. 1),
al igual que en G. diazotrophicus creciendo en co-cultivo con plantas de cafia de azucar
donde la misma proteina mencionada también se identificé sobreexpresada [162].

Por otro lado, en presencia de exudados se reprimid la expresién de los
transportadores de metionina e inositol. Una explicacion a la presencia del
transportador de inositol expresado en ausencia de exudados (medio MS 1/10 sin N),
podria ser debido a que la cepa esté empleando como fuente de C, mio-inositol
presente en el medio de cultivo.
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3. 4.2 CHAPERONAS Y FUNCIONES RELACIONADAS AL ESTRES

En presencia de exudados se reprimieron dos proteinas asociadas a condiciones de
estrés, SspB y la proteina de shock térmico A. Las proteinas clasificadas como shock
térmico responden a distintos estimulos como el frio, la luz UV, entre otros. Muchas
proteinas de este grupo poseen funciones de chaperona, estabilizando las nuevas
proteinas y asegurando su correcto ensamblado. Con respecto a SspB, su sintesis se
estimula en situacion de estrés nutricional, lo cual concuerda con la observacion de
gue la cepa UYSO24 no crece en estas condiciones (Capitulo Il). La represidn de estas
proteinas sugiere que la condicidén de crecimiento de la cepa UYSO24 en ausencia de
exudados constituye una situacién de estrés, probablemente nutricional.

3. 4. 3 INTERACCION CON LA PLANTA

Una de las proteinas inducidas con mayor tasa de cambio en presencia de exudados
fue la subunidad menor de la acetolactato sintasa. Esta enzima es la primera en la
biosintesis de leucina, valina e isoleucina, la cual, bajo condiciones limitantes de
oxigeno, cataliza el primer paso para la conversidn de 2 piruvatos a acetoina y 2,3-
butanodiol [183]. La induccién de esta enzima se ha reportado en BPCV como B.
amyloliquefaciens FZB42 en presencia de exudados [170]. Particularmente en las cepas
B. subtilis GBO3 y B. amyloliquefaciens IN937a, se ha demostrado que la produccién de
acetoina y 2,3 butanodiol inducela resistencia sistémica inducida [184], postulandose
también que dichos compuestos podrian modulan el desarrollo radicular [33].
Asimismo, en G. diazotrophicus, se observé que los genes para la sintesis del 2,3
butanodiol, son expresados en presencia de sacarosa [185]. Teniendo en cuenta estos
reportes, se podria especular que la produccién de acetoina y 2,3 butanodiol por la
cepa UYSO24, esté involucrada en alguno de los mecanismos por los cuales esta cepa
promueve el crecimiento de plantas de cafia de azucar y que su induccién se realice en
etapas tempranas de la interaccion.

Por otro lado, en presencia de exudados se sobreexpresd la proteina asociada a la
invasién, locus B (lalB). Esta proteina ha sido bien caracterizada en el patdgeno
humano Bartonella bacilliformis, donde se le ha asignado un rol directo en el
parasitismo de los eritrocitos, especificamente asociado a la capacidad de adhesidn a
los mismos [186]. Asimismo, se observé que la expresidon del gen ialB respondia a
sefiales ambientales como la temperatura, pH vy estrés oxidativo [187].
Posteriormente, el gen ialB se ha detectado en otros Rhizobiales ademas de
Bartonella, incluyendo varios géneros de rizobios [172,188], sin embargo, no se han
realizado estudios funcionales en bacterias benéficas. Por lo antedicho, seria
interesante estudiar el rol de esta proteina en la adhesion a las células vegetales y en
la interaccién planta-bacteria.
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CAPITULO IV: ANALISIS DEL PROTEOMA DE LA
CEPA KOSAKONIA sP. UYSO10 CRECIDA EN CO-
CULTIVO CON PLANTAS DE CANA DE AZUCAR

OBJETIVO ESPECIFICO:

Describir el proteoma de la cepa UYSO10 en co-cultivo con plantas de cafa de azucar.

ESTRATEGIA:

En este capitulo se buscé estudiar la siguiente etapa en la interaccién entre plantas de
cafia de azucar con la cepa Kosakonia sp. UYSO10. La estrategia propuesta fue analizar
el proteoma de la cepa UYSO10 creciendo en co-cultivo con la planta hospedera en un
sistema gnotobidtico, mediante una estrategia del tipo shotgun.
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1 MATERIALES Y METODOS

1. 1 CEPA BACTERIANA Y PLANTAS
En este capitulo se empled la cepa Kosakonia sp. UYSO10 y plantas micropropagadas
de cafa de azucar var. LCP.

1. 2 ENSAYO BIOLOGICO

Plantas micropropagadas en etapa de enraizamiento de la var. LCP fueron transferidas
a frascos conteniendo 40 ml de medio de cultivo MS 1/10 sin N y bolitas de
polipropileno como soporte (4 plantas por frasco). Al tercer dia los frascos que no
mostraron contaminacion visible fueron inoculados con 1 x 10’ células “adaptadas”
(Capitulo I1l_1. 2)/planta de la cepa UYSO10. A las 48 h pi, se cosecharon las bacterias
gue no se adhirieron a la planta y se encontraban en el medio de cultivo (plancténicas)
(Figura 1). Las mismas, se cosecharon por centrifugacion del medio de cultivo liquido a
6.000 g durante 10 min a 4 2C. Posteriormente y previo a la extraccion proteica, las
células fueron lavadas varias veces con buffer fosfato.

Para este ensayo se realizaron 4 réplicas bioldgicas de cada tratamiento. Debido a la
baja cantidad de bacterias recuperadas por frasco, se consideré cada réplica bioldgica
como el pool de las bacterias obtenidas a partir de 6 frascos (24 plantas).

Interaccién
por48h

=

et oee,

(et

| Extraccidn proteinas totales ‘

Figura 1. Estrategia experimental utilizada para estudiar el proteoma de la cepa UYSO10 en co-cultivo
con plantas de cafa de azucar.
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1. 3 EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES BACTERIANAS
La extraccién de las proteinas bacterianas, asi como la cuantificacién y visualizacién de

los extractos se realizé de la misma forma descripta anteriormente (Capitulo Ill_1. 3y
1.4).

A su vez, en paralelo, se cuantificd las poblaciones de la cepa UYSO10 planctdnicas a
partir de las cuales se realizo la extracciéon de proteinas totales. La cuantificacion se
realiz6 mediante recuento de ufc utilizando el método de la gota. Para ello en placas
conteniendo medio rico LB Ampigoum, S€ plaqueron por triplicado 20 pl de las
diluciones -1 hasta -6.

1. 4 ANALISIS PROTEOMICO POR NANO LC-MS/MS Y CONTEO DE ESPECTROS

La preparacion de las muestras, asi como el analisis por espectrometria de masas, el
posterior uso del programa PatternLab y andlisis de las proteinas identificadas se
realizé como fue descripto en el Capitulo Ill_1. 6.

1.5 OTRAS DETERMINACIONES

Luego de las 48 h de la interaccion planta-bacteria, se realizaron medidas de la
concentracién de amonio, nitratos, nitritos y pH en el medio de cultivo MS 1/10 sin N.
La medida de amonio se realizé utilizando el electrodo selectivo de iones amonio
(Thermo Scientific Orion), siguiendo las instrucciones del fabricante (limite de
deteccion 0,01 mM). Por otro lado, la concentracidon de nitratos y nitritos se determind
utilizando tiras reactivas Quantofix (deteccion 10-500 mg/| nitrato y 1-80 mg/I nitrito).
Finalmente, se realizaron medidas de pH a partir del medio de cultivo filtrado,
utilizando un pH-metro marca Oakton siguiendo las instrucciones del fabricante.

Todas las caracterizaciones se realizaron por triplicado.
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2. RESULTADOS

2.1 PROTEOMA DE LA CEPA UYSO10 EN CO-CULTIVO CON PLANTAS DE CANA DE

AZUCAR
Con el objetivo de cuantificar las poblaciones bacterianas a partir de las cuales se
realizd la extraccidn proteica, se realizd un ensayo de recuento en placa de las
bacterias plancténicas. A partir de los resultados se calculd que la poblacidn
plancténica media es de 1,6 x10° ufc/muestra (Tabla 1).

Tabla 1. Cuantificacion de las poblaciones plancténicas de la cepa UYSO10 en el experimento de
interaccion con plantas de cafa de azucar.

Enumeracion bacteriana

Réplica (ufc/muestra)

9,5x10°
1,6 x 10°
1,3x10°
2,8x10°

A W N P

A partir de las extracciones proteicas obtenidas y procesadas por espectrometria de
masas se identificaron 643, 604, 635 y 576 proteinas en cada una de las réplicas
bioldgicas. A su vez, se evalud en las muestras la presencia de proteinas provenientes
de las plantas, empleando el proteoma del sorgo como referencia; asi como de
contaminantes frecuentes debido a la manipulacién, como la queratina. Los resultados
indicaron que las muestras poseen una baja contaminacién con proteinas de
provenientes de la planta, sin embargo, la contaminacién con queratina no fue
despreciable (Tabla 2).

A partir de las réplicas biolégicas procesadas de la cepa UYSO10, se identificaron un
total de 852 proteinas, las cuales constituyen un 14 % de las secuencias codificantes
identificadas por el programa RAST. Se puede acceder al total de las proteinas
identificadas en la condicion plancténica en el link: http://bit.ly/2xTT5A7. De las 852
proteinas, 345 fueron identificadas en las 4 réplicas bioldgicas, 137 en 3 réplicas, 178

en 2 réplicas y 192 en una Unica réplica.
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Tabla 2. Comparacién del nimero total de espectros bacterianos detectados por réplica y tratamiento,
asi como él porcentaje de espectros asignados a posibles contaminaciones.

Espectros Réplicas bioldgicas

identificados 1 2 3 4

uUYso10 11759 (643)° 11778 (604) 11711 (635) 10322 (576)
Sorgo 45 0 18 34
Queratina 2036 2057 1899 2760

Total 13840 13835 13628 13116

% sorgo” 0,3 0,0 0,1 0,3

% queratina® 14,7 14,9 13,9 21,0

®Para la identificacién de proteinas de planta se empled elgenoma de sorgo (Sorghum bicolor) (Adriana
Hemmerly com. pers. y Paungfoo et al 2016). ®Sobre un 100 % de espectros asignados. “Nimero de
proteinas de UYSO10 identificadas en la muestra.

2. 2 ANALISIS DEL PROTEOMA DE LA CEPA UYSO10 CRECIENDO EN CO-CULTIVO EN
FORMA PLANCTONICA

Para el andlisis se consideraron aquellas proteinas identificadas en al menos 2 réplicas
bioldgicas (660 proteinas, 11 % del proteoma), organizandose segun las siguientes
categorias: i) transduccién de sefiales ambientales y movimiento (Anexo B- Tabla 1); ii)
envoltura celular, transporte y adhesiéon (Anexo B- Tabla 2); iii) adaptacion al estrés
(Anexo B- Tabla 3); iv) metabolismo del C y energético (Anexo B- Tabla 4); v)
metabolismo del N (Anexo B- Tabla 5); vi) promocidn del crecimiento vegetal (Anexo B-
Tabla 6); y vii) otras caracteristicas bacterianas asociadas a la interaccion con la planta
(Anexo B- Tabla 7). Es de destacar que diferentes proteinas anotadas como hipotéticas
0 poco caracterizadas, fueron también expresadas en esta condicién (Anexo B- Tabla
8).

2. 3 CUANTIFICACION DE COMPUESTOS NITROGENADOS Y DETERMINACION DEL PH EN
LA INTERACCION PLANTA-BACTERIA

En los frascos conteniendo medio de cultivo MS 1/10 sin N y plantas de cafia de azucar
micropropagadas se detectd un aumento del pH con respecto al medio de cultivo. Sin
embargo, cuando se inocularon las plantas con la cepa UYSO10 (interaccién durante 48
h), se observé una disminucidn en el pH del medio de cultivo (Tabla 3). Por otro lado,
en ninguna de las condiciones evaluadas fue posible detectar en el medio de cultivo N
en forma de nitrato, nitrito o amonio, con los métodos utilizados.
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Tabla3. Medida de pH y fuentes de N en el medio de co-cultivode cafia de azucar y la cepa UYSO10, a las

48 h pi.

Tratamiento pH Nitrato (mg/l)  Nitrito (mg/l) Amonio (mM)
MS 1/10sin N 5,8 <10 <1 ND

MS + cafa de azucar 6,4 <10 <1 <0,01

MS + cafia de azlcar + UYSO10 5,6 <10 <1 <0,01

ND. No determinado
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3. DISCUSION

3.1 ANALISIS DEL PROTEOMA DE LA CEPA UYSO10 EN CO-CULTIVO CON PLANTAS DE

CANA DE AZUCAR
En este capitulo nos aproximamos al estudio de la interaccién planta-bacteria
analizando el proteoma expresado por la cepa UYSO10 creciendo en forma planctdnica
en co-cultivo con plantas de caifa de azucar. Para ello, utilizamos un sistema ya
caracterizado en el laboratorio, en el cual se inocularon plantas de cafia de azucar
micropropagadas var. LCP con la cepa UYSO10, dejandose interactuar por 48 h [93]
(Capitulo 11, 11).

Para la obtencién de las células plactdnicas, se utilizé una metodologia ampliamente
reportada que es la centrifugacion del medio de cultivo una vez retiradas las plantas
[160, 161, 189]. En estos trabajos se realizd un estudio transcriptémico de la cepa H.
seropedicae en co-cultivo con plantas de maiz y trigo, evaluandose en las muestras la
presencia de transcriptos de la planta “contaminantes”. Los resultados mostraron que
los transcriptos de maiz fueron < 0,001 %, mientras que en el caso del trigo fueron
entre 7,7-7,8 %. En nuestro trabajo, la contaminacién de proteinas de planta fue baja,
< 0,5 % en el n? de espectros asignados y la asignacion de espectros a la cepa UYSO10
> 80 %, lo cual valida la estrategia empleada.

En términos generales se identificaron entre 576 y 643 proteinas que representan
entre un 9,7-10,7 % del proteoma total, porcentaje menor al expresado en presencia
de exudados (10,5-14 %) (Capitulo Ill) y menor aun al expresado en el medio MS 1/10
sin N y sin exudados (15-17 %) (Capitulo IIl). Estos resultados denotan una importante
disminucion en el proteoma expresado lo cual podria estar relacionado a una
especializacion del mismo a medida que se dan los diferentes pasos de la interaccion
con una planta hospedera. Estas observaciones también han sido realizadas en
estudios transcriptomicos, asi como en proteémicos de interaccidon planta-bacteria
[161,190]. Dicha especializacién podria deberse a que, al avanzar el proceso de
interaccidn, por un lado, la oferta nutricional se simplifica (especializa) y por otro, a
gue la bacteria podria evitar la activacion de una respuesta inmune, suprimiendo la
expresion de proteinas potencialmente antigénicas y asi lograr infectar los tejidos
internos de la planta.

3. 1. 1 TRANSDUCCION DE SENALES AMBIENTALES Y MOVIMIENTO

El censado y transduccién de sefales es fundamental para la adaptacion bacteriana a
cambios ambientales. Mediante la aproximacidon empleada, se detectd la expresion de
varias proteinas relacionadas con los mecanismos de transduccidon de seiiales,
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incluyendo: proteinas MCPs, proteinas con dominios GGDEF o GGDEF y EAL, asi como
enzimas del tipo serina/treonina quinasas (Figura 2).

Debido a que los exudados radiculares y la rizodeposicion son las principales fuentes
de nutrientes para las rizobacterias, se ha propuesto que el comportamiento sensorial
motil bacteriano juega un rol importante en el establecimiento de las interacciones
planta-bacteria [191]. Cambios en los pardmetros fisicoquimicos, asi como en los
nutrientes, O, N, luz, temperatura y aceptores alternativos de electrones, son
detectados mediante quimioreceptores conocidos como MCPs. En ese sentido, en las
condiciones de estudio se detectaron diversos tipos de MCPs incluyendo de: citrato,
ribosa y galactosa, serina, aspartato, dipéptidos asi como varios sin clasificar.
Asimismo, se identificd la proteina CheA, la cual es un regulador central de la
guimiotaxis. Estd proteina es una histidina quinasa que se autofosforila y puede
fosforilar a la proteina CheY (no identificada), la cual interactia con el motor flagelar,
responsable del movimiento tipo swimming [191]. Otra proteina auxiliar expresada es
CheW, cuya funcién es unirse a CheA y al receptor MCP. A su vez, en concordancia con
la expresion de las MCPs y las proteinas relacionadas a la quimiotaxis, se encontraron
expresadas varias proteinas estructurales del flagelo como flagelinas, FliF, Flgl, FliL y
dos proteinas vinculadas al motor flagelar FliG y MotA. En su conjunto estos resultados
sugieren que cuando la cepa UYSO10 se encuentra en co-cultivo con la planta en forma
placténica, censa distintas sefiales del ambiente y emplea el flagelo para alcanzar
dichos estimulos.

Por otro lado, esta reportado que las proteinas con dominios GGDEF o EAL se asocian a
la sintesis o hidrolisis de la molécula de di-GMPc [192]. La misma es un mensajero
secundario global cuyos niveles intracelulares controlan diversas funciones como la
movilidad por swarming, virulencia, produccidon de exopolisacaridos y formacion de
biopeliculas [192]. Las proteinas con estos dominios poseen usualmente otros
dominios asociados, que participan en redes de transduccién de sefiales sensoriales
tales como los dominios PAS que censan el O, o el potencial redox y los dominios GAF
gue censan mono-nucleétidos o pequefias moléculas. En conjunto estos reportes
sugieren que tanto los estimulos ambientales como las sefales intracelulares estan
involucrados en el metabolismo del di-GMPc [192]. En este sentido, en el presente
estudio se identificaron dos proteinas con dominios GGDEF, una codificada por el gen
UYS010 1616 que posee a su vez un dominio GAF, y la otra codificada por el gen
UYSO10 5937 anotada como una diguanylate cyclase/phosphodiesterase with
PAS/PAC sensor(s). Es interesante resaltar que ambas proteinas fueron también
identificadas en la cepa UYSO10 en forma constitutiva en presencia o ausencia de
exudados, junto con otras dos proteinas con dominio GGDEF (Capitulo Ill). Tanto en las
cepas P. putida como en Azoarcus sp. BH72 en interaccidn con plantas de maiz y arroz
respectivamente, se detectaron proteinas con estos dominios en condiciones de co-
cultivo [164, 193]. En particular, se describid en la cepa BH72 que mutantes en las
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proteinas con los dominios GGDEF y GGDEF/EAL fueron menos competitivas que la
cepa parental, en la colonizaciéon de las raices de plantas de arroz [164]. Estos
resultados sugieren su posible rol en la interaccién planta-bacteria, siendo buenos
candidatos para futuros estudios de mutagénesis.

Por otro lado, también se expresd la lipoproteina RcsF, la cual es un componente
auxiliar del sistema de sefializacion de 2 componentes RcsDB [194] (Figura 2). RcsF
transduce sefiales desde la superficie celular a la proteina histidin kinase RcsC. En
particular, en E. coli se observé que este sistema regula el normal desarrollo de
biopeliculas, virulencia, asi como los movimientos tipo swimming y swarming [194,
195].

Asimismo, se detectd la expresidon de la proteina PpkA, una serina/treonina quinasa,
componente central en la regulacién postraduccional del sistema de secrecion del tipo
VI, necesaria para el ensamblaje y activacion del mismo [196]. Una enzima con
similares caracteristicas ha sido descripta en la cepa Azoarcus sp. BH72 expresada en
co-cultivo con plantas de arroz [164].

En conjunto los resultados sugieren que algunos de los componentes presentes en los
exudados son posiblemente censados e influencien la transduccién de sefiales en la
cepa UYSO10, apoyando la idea de que la interaccién planta-bacteria esta mediada por
sefiales moleculares [159].

o Sefiales de
© 0O © quimci)otaxis f%’o?\
o o o o S N
Q\ o.\Q/
] § &
3 2 8
8 z g‘ o

GGDEF Transduccién “ ompH
de sefiales /
Transporte .' Ompa

. Sintesis

Movilidad por
flagelo

desconocida

/ v
yl Formacién de
Virulencia biopeliculas

Figura 2. llustracion de las proteinas identificadas y asociadas a la envoltura celular, transduccién de
sefiales, movilidad y adhesién en la cepa UYSO10 en co-cultivo con plantas de cafia de azucar.
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3. 1. 2 ENVOLTURA CELULAR, TRANSPORTE Y ADHESION

Se ha sugerido que los cambios en la envoltura celular bacteriana son fundamentales
para la adaptacién a nuevos ambientes. También se ha sefialado que los LPS,
exopolisacaridos (EPS) y los polisacaridos capsulares de la superficie celular juegan un
rol esencial en la interaccién planta-bacteria [24]. En este sentido, en el proteoma de la
cepa UYSO10 creciendo en co-cultivo con caifa de azlcar en forma planctdnica, se
observd la expresion de proteinas asociadas a la mayoria de los componentes de la
envoltura celular como proteinas de membrana, lipoproteinas (LP), LPS, peptidoglicano
y varios transportadores.

Las proteinas de membrana poseen funciones importantes en las vias de transduccion
de sefiales, en el transporte, en la interaccidn celular, asi como en la interaccién con
células eucariotas como puede ser la adhesién a su superficie, entre otros procesos.
Con respecto a las proteinas de membrana externa se identificaron, las porinas OmpC,
OmpF, OmpH y UYSO10 2990, asi como una proteina estabilizadora de los canales
mecanosensitivos y los precursores de las proteinas OmpX y la porina OmpA (Figura 2).
Ademas, se identificaron proteinas involucradas en el establecimiento de las OMPs en
la membrana externa, como el complejo BAM (ABCDE), el cual esta involucrado en el
plegado e insercién de las OMPs [197]; la chaperona Skp, la cual mantienen la
solubilidad de las OMPs durante su pasaje por el periplasma; y la proteina DegQ, la
cual degrada las proteinas sin plegar que se acumulan en el periplasma.

Dentro de las proteinas de membrana citoplasmatica se identificaron YidC, involucrada
en la insercion de proteinas en la membrana interna y la proteina YtfL, perteneciente a
la familia de transportadores HlyC/CorC, asi como proteinas del sistema Sec, el cual
transloca proteinas a través de esta.

Por otro lado, se identificaron las siguientes lipoproteinas: el precursor de 1-fenil-
ciclohexilpiperidina (PCP), YbjP de funcién desconocida, la LP estructural LolB, asi como
la lipoproteina Nlpl. En términos generales se ha descripto que la proteina Nlpl se
asocia con cambios en la morfologia bacteriana, asi como con la virulencia, entre otros
procesos [198]. Asimismo, se identificaron proteinas relacionadas a la sintesis,
transporte y ensamblaje de los LPS.

En relacion con los fosfolipidos, se identificaron la proteina MsbA, involucrada en la
exportacion del lipido A y posiblemente glicerofosfolipidos, las proteinas MlaA y MlaD,
las cuales previenen la acumulacién de fosfolipidos en la superficie celular; asi como la
proteina PqiB, la cual estd asociada al transporte de fosfolipidos y mantenimiento de la
asimetria de la membrana externa [199].

En su conjunto estos resultados muestran una gran dindmica en las estructuras de la
membrana de la bacteria creciendo en co-cultivo, asi como el posible rol de
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componentes de la misma (ej. LPS y EPS), en la interaccidn planta-bacteria como ya se
descripto anteriormente.

En cuanto al transporte de nutrientes, en las condiciones ensayadas se identificaron
proteinas relacionadas con el transporte de potasio, hierro, fosfato, sulfato y
molibdeno, asi como de péptidos, purinas y aminoacidos.

Por otro lado, se identificaron varios exportadores incluyendo transportadores de
cobalto y metales pesados, exportadores de diversos tipos de drogas como el sistema
AcrAB-TolC, asi como el regulador de resistencia a multi-drogas EmrR, entre otros no
definidos (UYSO10_3970, UYSO10 3065), (Figura 3). Se ha reportado que los
transportadores multi-drogas pueden exportar un gran rango de sustratos incluyendo
antibiéticos, metales pesados, poluentes, compuestos vegetales, sefiales de quorum
sensing y metabolitos bacterianos entre otros [200]. En particular, en las cepas
Azospirillum lipoferum 4B y H. seropedicae SmR1, se reportd la expresién de este tipo
de transportadores durante la interaccion con diferentes cultivares de arroz y plantas
de maiz, respectivamente [189, 201]. Mutantes de la cepa H. seropedicae SmR1 en el
transportador de multi-drogas que mayor tasa de cambio mostraba, provocé que dicha
cepa sea menos competitiva en la colonizacién de las raices de maiz, postuldandose que
las plantas secretan diferentes compuestos bactericidas con el fin de controlar la
colonizacidn bacteriana [160]. En ese sentido, se comprobd que la cepa mutante es
mas sensible a los siguientes compuestos vegetales: flavonoides (naringerina,
guercetina) y metabolitos del sistema inmune como acido jasmdnico vy salicilico [160].
Otro caso interesante de resaltar es el del patégeno de la familia Rosaceae, Erwinia
amylovora, el cual posee el transportador AcrAB que le confiere resistencia a
fitoalexinas, compuestos vegetales antimicrobianos, permitiéndole asi colonizar
exitosamente las plantas [200]. Todos los trabajos mencionados concuerdan en que la
habilidad para lidiar con compuestos toxicos es una caracteristica clave para sobrevivir
en la rizésfera y la colonizacion radicular [200].

En general, varias de las proteinas asociadas a la envoltura celular expresadas en la
condicién en estudio, podrian participar en la interaccién con la planta hospedera, ya
sea facilitando la adhesion de la bacteria, transportando nutrientes o compuestos
secretados por las plantas y destoxificando la célula de posibles compuestos
bactericidas.

3. 1. 3 ADAPTACION AL ESTRES

La interaccidn de una bacteria con su planta hospedera puede suponer un factor de
estrés bidtico para la misma [75,77]. En ese sentido en lascondiciones ensayadas se
identificaron varias proteinas asociadas al estrés como la heat shock protein A, la cold
protein CspC, la proteina de estrés universal G, asi como las proteinas GroEL, GroES y
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Hsl). Tanto GroEL como la proteina de estrés universal G fueron también identificadas
en la cepa UYSO10 como sobreexpresadas en presencia de exudados (Capitulo 1l1), lo
gue reflejaria su importancia en los primeros pasos de la interaccion.

Por otro lado, se identificaron las chaperonas DnaK, HtpG y Hfg. En particular, la
proteina DnaK fue reportada como sobreexpresada en la cepa G. diazotrophicus co-
cultivada con cafa de azucar [77, 168]. En cuanto a la proteina Hfqg, la misma es una
chaperona de ARNs pequeiios, reguladores de diversos procesos bioldgicos incluida la
respuesta fisioldgica y adaptativa a la interaccién planta-bacteria [202]. Por otro lado,
también se detectaron la presencia de 2 proteinas asociadas al estrés nutricional, una
asociada a la proteccién del ADN y el activador transcripcional Stringent starvation
protein A.

Otro factor de estrés para la bacteria son las especies reactivas del oxigeno producidas
por la planta frente a la percepcidon de un potencial patdgeno. Previamente se habia
detectado en la cepa UYSO10 las actividades enzimaticas catalasa y superdxido
dismutasa (Capitulo Il). En este sentido en el proteoma de la cepa UYSO10 se
identificaron las enzimas antioxidantes catalasa, superdxido dismutasa, Alkyl
hidroperoxide reductase, tiol peroxidasa y una tioredoxina reductasa (Figura 3). En
particular, la Alkyl hydroperoxide reductase, codificada por el gen UYSO10 3260 se
identifico también en el proteoma de la cepa UYSO10 al ser expuesto a exudados
radiculares (Capitulo IIl), sugiriendo un rol importante desde los estadios tempranos de
la interaccién planta-bacteria.
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Figura 3. llustracion de los mecanismos de la cepa UYSO10 expresados en co-cultivo y posiblemente
asociados a la interaccidn con plantas de cafia de azucar.
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Por ultimo, la colonizacién de la rizésfera, asi como la de los tejidos internos de la
planta, implica cambios osméticos, lo que requiere una rapida adaptacién de la
bacteria [161]. En este sentido en el proteoma en estudio se identificaron la
lipoproteina OsmE inducible osméticamente, asi como la proteina OmpR
perteneciente al sistema de 2 componentes OmpR/EnvZ [203] (Figura 3). En E. coli este
sistema censa la osmolaridad y regula la expresion de las porinas OmpF y OmpC, las
cuales también fueron identificadas. A su vez, se detectd la presencia de proteinas
relacionadas con la sintesis de glucanos y trehalosa, sugiriendo que en presencia de la
planta la bacteria se encuentra en un ambiente osméticamente diferente.

3. 1. 4 TRANSPORTE Y METABOLISMO DE NUTRIENTES
Metabolismo del C

En el proteoma de la cepa UYSO10 crecida en co-cultivo se identificaron los
transportadores de diversos azucares incluyendo glucosa, fructosa, manitol, manosa,
maltosa/maltodextrina y ribosa (Figura 4). En correlacion con los mismos se
identificaron los componentes de la via de la glucolisis, incluyendo las que permiten
metabolizar ribosa y fructosa, asi como los del ciclo de Krebs. Es interesante resaltar
que todos los azlcares para los cuales la cepa UYSO10 expresa transportadores, han
sido reportados como componentes de los exudados radiculares de las plantas [9,
204], sugiriendo que los exudados de caiia de azucar utilizados pueden ser la fuente de
dichos azucares.

Como producto de la glucdlisis y el ciclo de Krebs se producen ATP, GTP y poder
reductor (NADH). En condiciones aerébicas el NADH producido se oxida generando un
gradiente transmembrana de protones. Sin embargo, segun el disefio experimental
utilizado en este trabajo, se espera que las condiciones sean de microaerofilia ya que
los frascos conteniendo las plantas y las bacterias estaban quietos. Acorde con esta
observacion se identificaron las enzimas citocromo d ubiquinol oxidasa, la cual se
expresa especialmente en condiciones limitantes de 0O, [205, 206], y la nitrato
reductasa respiratoria, la cual utiliza nitrato como aceptor de electrones alternativo al
0,. Por otro lado, y consistentemente con la produccién de un gradiente
transmembrana de protones, se observé expresada la enzima FO/F1 sintasa
responsable de convertir el gradiente de protones en ATP.

En general los resultados indican que la cepa UYSO10 transporta y metaboliza varias
fuentes de azucares presentes en los exudados los cuales son respirados aerdbica
como anaerdbicamente.
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Figura 4. llustracidon del metabolismo de C y N activo en la cepa UYSO10 en co-cultivo con plantas de

cafia de azucar en forma plancténica.

Metabolismo del N
En co-cultivo con plantas de cafia de azucar, en el proteoma de la cepa UYSO10 se
expresan varias proteinas reguladoras del ciclo del N, incluyendo el sistema PIl
representado por la proteina GInK, el sensor del contenido de N intracelular GInD y el
sistema NtrBC. Estas proteinas reguladoras controlan el transporte de compuestos
nitrogenados a la célula, la FBN y la asimilacion del N en moléculas organicas en la
mayoria de las bacterias diazétrofas [207]. Asimismo, se identificaron expresados
varios transportadores de compuestos nitrogenados incluyendo: de nitrato/nitrito
(NarK), glutamato/aspartato, de glutamina, urea, putrescina y de amonio (Figura 4).
Probablemente la expresion de dichos transportadores se deba a una respuesta
general a la falta de N en el medio de cultivo [174], o tal vez en particular a la

presencia de alguna fuente de N exudada por la cafia de azucar.

Todos los diazétrofos han desarrollado sistemas de regulacidon estricta para inhibir la
FBN cuando hay N combinado disponible, o cuando se estd en presencia de O,. En
varias gamma proteobacterias diazétrofas como Azotobacter vinelandii, Pseudomonas
stutzeri y Klebsiella pneumoniae, el sistema de dos componentes NifL/A, codificado por
el operdn nifLA, controla la expresién de todos los genes nif, juntamente con el factor
sigma alternativo RpoN vy el Integration Host factor (IHF) [207]. La proteina represora
NifL en presencia de O, o N fijado, se une al activador NifA inactivdndolo y reprimiendo
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asi la expresion de los genes nif [38]. A su vez, el operdn nifLA se encuentra controlado
por NtrC y las proteinas GInB y GInK, las cuales responden al estatus de N fijado. En el
proteoma de la cepa UYSO10 en co-cultivo, se identificaron el regulador NifL, asi como
los genes estructurales de la nitrogenasa nifHDK y varias proteinas accesorias
incluyendo NifU, NifE y la flavodoxina (Figura 4). Es interesante resaltar que dichas
proteinas no fueron detectadas cuando la cepa UYSO10 fue expuesta durante 6 h a los
exudados radiculares (Capitulo IIl). Esto puede deberse a que las condiciones
experimentales de agitacion de las muestras utilizadas en dicho experimento
incorporaron el suficiente oxigeno en el medio de cultivo como para inhibir la FBN.
Otra explicacién podria ser que el tiempo de exposicidn (6 h) o la relacion nimero de
bacterias de la cepa UYSO10/cantidad de exudados, no haya sido adecuado para la
induccion de los genes relacionados a la FBN. En general, los resultados obtenidos
vinculados al metabolismo del N son similares a lo ocurrido cuando se analizé el
transcriptoma de la cepa H. seropedicae crecida en co-cultivo con plantas de maiz y
trigo, asi como cuando se evalué el proteoma de las raices de plantas de arroz
inoculadas con H. seropedicae [80, 160, 161].

En concordancia con la expresion de los transportadores de moléculas nitrogenadas y
la expresidn de la nitrogenasa, se detectaron las enzimas involucradas en la asimilacion
del amonio, la glutamina sintetasa (GS) y la glutamato sintasa (GOGAT); asi como las
enzimas involucradas en la reduccién de nitrato a amonio, la nitrato reductasa (Nas) y
nitrito reductasa (Nir) (Figura 4). Estas vias también se han identificado en H.
seropedicae creciendo en co-cultivo con plantas de maiz y trigo en forma plancténica
[160, 161]. Tanto en el presente trabajo como en los citados, resulta inesperada la
expresion de transportadores de nitrato, asi como la reducciéon del mismo hacia
amonio. La presencia de estas proteinas podria sugerir que es la planta quien exuda
nitrato, ya que el mismo no fue agregado en el medio de cultivo. En particular, en el
ensayo realizado por Balsanelli y colaboradores (2016), donde plantas de maiz fueron
inoculadas con H. seropedicae, los autores detectaron la presencia de nitrato/nitrito,
sugiriendo que los compuestos eran exudados por el maiz. Estas observaciones fueron
relacionadas con una disminucién del pH del medio de cultivo cuando esta presente la
planta y con el hecho de que en ambientes acidos o en la presencia de amonio, el
eflujo de nitrato por la planta puede ser mayor que el influjo [160, 208]. En nuestro
sistema, el pH del medio de cultivo se mantuvo en co-cultivo con la cepa UYSO10 y no
fue posible detectar nitrato, nitrito, ni amonio, por lo que es dificil hipotetizar de
donde provienen estos compuestos nitrogenados. Asimismo, cabe resaltar que la cepa
UYSO10 utiliza tanto amonio como nitrato como fuente Unica de N [94].

En términos generales, la descripcion del proteoma muestra una situaciéon en la cual la
incorporacion de N a la bacteria se da por la incorporacion de compuestos
nitrogenados posiblemente exudados por las plantas a través de transportadores y por
la fijacién de N, atmosférico, estando ambos procesos finamente regulados.
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3. 1. 5 OTRAS CARACTERISTICAS BACTERIANAS POSIBLEMENTE ASOCIADAS A LA INTERACCION CON LA
PLANTA

La translocacidn de proteinas a través de la membrana interna y externa se realiza a
través de los sistemas de secrecidn, clasificdndose en los de un solo paso (tipo |, tipo
1, tipo IV y tipo VI), o de dos pasos, donde las proteinas son primero transportadas al
periplasma via el sistema Sec o TAT y luego exportadas (tipo Il y tipo V) [209]. En
particular los sistemas tipo lll, IV y VI involucran la traslocacion mediate “inyeccion” de
la proteina en el citoplasma de una célula blanco. La importancia de estos sistemas en
las interacciones planta-bacteria patogénica y simbidticas ha sido reportado [210]. Los
sistemas del tipo lll y IV son raros en bacterias endéfitas [211], y si bien el sistema tipo
VI, se asociaba inicialmente a patdgenos, en los Ultimos afios se ha descripto que su
presencia en bacterias enddfitas es bastante comun, sugiriéndose un posible rol en la
interaccidn planta-bacteria benéfica [22, 212]. El genoma de la cepa UYSO10 codifica
para los sistemas de secrecién tipo IV, V y VI (Beracochea en preparacién). En
particular, en la cepa UYSO10 creciendo en co-cultivo con cafia de azucar en forma
plancténica, se identificaron varias proteinas del sistema de secrecidn tipo VI, el cual
también se identificd expresado constitutivamente cuando la cepa se expuso a la
presencia o ausencia de exudados (Capitulo Ill) (Figura 3). Se ha reportado que estos
sistemas cumplen un doble rol, por un lado permiten a las bacterias mitigar la
respuesta inmune de la planta y por otro pueden inyectar efectores tdxicos en las
células bacterianas vecinas, compitiendo mejor por la colonizacién de los diferentes
habitats.Sin embargo, existe poca evidencia acerca del rol de estos sistemas en
bacterias enddéfitas. En un estudio realizado en H. seropedicae se observé la expresion
del sistema de secrecidn tipo VI creciendo en medio de cultivo minimo, el cual fue
reprimido en la rizésfera de maiz. Estos resultados sugieren que en esta cepa dicho
sistema de secrecién no posee un rol al menos en las etapas iniciales de la interaccion
[160]. Por otro lado, en la cepa Azoarcus sp. BH72 se construyé una mutante en este
sistema incapaz de secretar la proteina estructural del tubo de inyeccidn Hcp. En
ensayos de competencia inoculando las cepas mutante y parental en igual proporcion,
se comprobd que la cepa mutada coloniza mejor las raices de plantas de arroz,
sugiriéndose que la pérdida de este sistema mejora la colonizacién de las plantas
[164]. Otra posible interpretacidn seria que este sistema de secrecién esta involucrado
en la especificidad huésped-hospedero.

Por otro lado, la presencia y expresién de enzimas degradadoras de la pared celular
vegetal, podria ser uno de los mecanismos empleados por las bacterias endofitas para
su ingreso a los tejidos internos de la planta o para su dispersion interna [75]. En ese
sentido previamente se identificé en ensayos in vitro de la cepa UYSO10, la presencia
de endoglucanasas (Capitulo Il). En particular, en co-cultivo con plantas de cafia de
azucar, se identificaron la expresién de diversas enzimas posiblemente involucradas en
la interaccidn incluyendo una pectin-esterasa, una predicted glycoside hydrolase y una
lipasa (Figura 3).
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3. 1. 6 PRESENCIA DE MECANISMOS POSIBLEMENTE INVOLUCRADOS EN LA PROMOCION DEL
CRECIMIENTO VEGETAL

En condiciones de co-cultivo se detecté en la cepa UYSO10, la expresion de dos
posibles mecanismos de promocién del crecimiento vegetal: la FBN y la produccién de
compuestos volatiles tales como acetoina y 2,3- butanodiol (Figura 3). Es interesante
marcar que estos mecanismos no fueron detectados en la cepa UYSO10 expuesta a
exudados radiculares (Capitulo Ill). La produccidn de acetoina y 2,3- butanodiol implica
la expresion de las siguientes enzimas identificadas en estas condiciones: acetolactato
sintasa (Als), a-acetolactato carboxilasa (AldC) y la 2,3 butanodiol dehidrogenasa
(BDH). Estos compuestos han sido asociados a la activacién de la RSI, asi como a la PCV
[48, 184]. En particular, la expresion de la AlsS fue observada en B. amyloliquefaciens
FZB42 creciendo en presencia de exudados radiculares de maiz [170].
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CAPITULO V: CONSTRUCCION Y
CARACTERIZACION DE MUTANTES EN LOS GENES
NIFH Y ANFH EN LA CEPA KOSAKONIA SP.
UYSO10

OBJETIVO ESPECIFICO:

Estudiar el rol de la FBN en la PCV de la cafia de azucar

ESTRATEGIA:

Analisis bioinformaticos determinaron que el genoma de la cepa Kosakonia sp. UYSO10
presenta dos operones codificantes para la enzima nitrogenasa, el cldsico operén
nifHDK y el alternativo anfHDGK (Beracochea en preparacién).

En este capitulo se plantea la construccion de mutantes en los genes estructurales nifH
y anfH, asi como las complementantes correspondientes y estudiar el fenotipo de las
mutantes obtenidas in vitro e in vivo en interaccién con la planta.

117



1 MATERIALES Y METODOS

1. 1 Cepas Y PLASMIDOS

En la Tabla 1 y 2 se listan las cepas y los plasmidos utilizados en este estudio. Cuando
fue necesario, las cepas UYSO10 y las mutantes, asi como las distintas cepas de E. coli
empleadas, fueron cultivadas en medio de cultivo LB (Anexo A) en presencia de los
antibidticos indicados toda la noche, a 30 2 y 37 oC respectivamente.

1. 2 CONSTRUCCION DE LA CEPA MUTANTE DERIVADA DE UYSO10 DESPROVISTA DE

LOS GENES nifH Yy anfH
Para la generacidon de cepas mutantes en los genes nifH, anfH y la doble mutante
UYSO10 AnifH-AanfH o AA, se decidié eliminar completamente el marco de lectura
abierto (orf) de cada uno de estos genes adaptando el método descrito por Martinez-
Garcia y de Lorenzo (2012). En este método se emplea el mecanismo de
recombinacién y reparacion del ADN para quitar un fragmento de ADN deseado, sin
dejar “cicatrices” o marcas en el genoma modificado (Figuras 1y 2).

En un trabajo previo, empleando esta metodologia se obtuvieron las cepas mutantes
simples en los genes nifH y anfH [213]. En este trabajo se logré obtener la doble
mutante UYSO10 AnifH-AanfH. La misma se construyé tomando como partida la cepa
derivada de la mutante UYSO10 AnifH la cual contenia integrado a su cromosoma al
pldsmido pEMG-AanfH y como elemento extracromosomal auténomo, al plasmido
codificante para la nucleasa I-Scel (pSW-2).

A continuacién, se explica brevemente el método empleado para la construccidn del
pldsmido pEMG-AanfH. Mediante dos pasos sucesivos de PCR se amplificd un
fragmento de 1000 pb correspondiente a 500 pb de las regiones corriente arriba (TS1)
y corriente abajo (TS2) adyancentes al gen anfH. Este fragmento se cloné en el
pldsmido pEMG de manera que quedd flanqueado por secuencias blanco para la
nucleasa I-Scel generando al plasmido recombinogénico pEMG-AanfH (Figura 1a). A
continuacién se construyo la cepa UYSO10 AnifH anfH::pEMG-AanfH (Figura 1b), para
lo cual el pldsmido se transfirié por conjugacion triparental a la cepa UYSO10 AnifH y se
indujo su integracidnal genoma por recombinacién homologa simple utilizando el
antibiético Km en el medio de cultivo para su seleccién (ya que pEMG no es replicable
en UYSO10). Posteriormente, dicha cepa se transformo con el plasmido pSW-2 para
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Tablal. Cepas utilizadas en este trabajo.

Cepa

Resistencia a antibioticos

Caracteristicas

Referencia

Escherichia coli pRK2013 (o pRK600)

Kmsoum, CmZSuM

Cepa helper usada en las conjugaciones triparentales

Stock del laboratorio

E. coli DH5a-A-pir Nalig um Usada para el mantenimiento de plasmidos Stock del laboratorio
E. coli DH5a-A-pir pSEVA232-nifH Kmsoum Stock y donador del plasmido pnifH [213]

E. coli DH5a-A-pir pSEVA632-anfH GMmigum Stock y donador del plasmido panfH [213]

uYso10 Ampiooum Cepa parental [89]

UYS010 AnifH Ampiooum Cepa mutada en el gen nifH [213]

UYSO10 AnifH pnifH Ampiooum KMsoum Cepa mutada en el gen nifH y con gen nifH en trans Este trabajo

UYS010 AanfH Ampiooum Cepa mutada en el gen anfH [213]

UYSO10 AanfH panfH

UYSO10 AnifH anfH::pEMG-AanfH pSW-2

UYSO10 AnifH-AanfH (AA)

UYSO10 AA pnifH
UYSO10 AA panfH

Amp1ooum GMigum
Ampgoum KMsoum GMigum

Ampiooum

Ampioo.m KMsoum
Amp1go.m GMigum

Cepa mutada en el gen anfH y con gen anfH en trans
Cepa derivada de la cepa UYSO10 AnifH, con el
plasmido pSW-2 y pEMG-anfH integrado en el
genoma

Cepa mutada en los genes nifH y anfH (doble
mutante)

Doble mutante con el gen nifH en trans

Doble mutante con el gen anfH en trans

Este trabajo

[213]

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
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Tabla 2. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmidos Caracteristicas Referencia

pRK2013 Km", provee los genes tra necesarios para la transferencia de plasmidos conjugativos Stock del laboratorio

pPEMG Km®, Ori6K (no replicable en la cepa UYS010), LacZo [214]

pPEMG-AnifH Derivado de pEMG. Recombinable. Contiene los dos fragmentos de 500 pb, corriente [213]
arriba y corriente abajo, adyacentes al gen nifH.

pEMG-AanfH Derivado de pEMG. Recombinable. Contiene los dos fragmentos de 500 pb, corriente [213]
arriba y corriente abajo, adyacentes al gen anfH.

pSW-2 GmF, oriRK2 (pldsmido inestable en la cepa UYSO10). Contiene al gen I-scel bajo el [214]
control del promotor Pm, el cual se activa en presencia de 3-metil benzoato (3MB).

PSEVA232-nifH (pnifH)  Km"®, pBBR1, movilizable (oriT), LacZa. Posee clonado el gen nifH junto con un [213]
fragmento de 340 pb antes del inicio de la transcripcién que contiene su promotor.

pSEVA632-panfH Gm®, pBBR1, movilizable (oriT), LacZa. Posee clonado el gen anfH junto con un [213]

(panfH)

fragmento de 254 pb antes del inicio de la transcripcidon que contiene su promotor.
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Figura 1. Aproximacién empleada para la construccion de la mutante en los genes nifH y anfH, mediante
el empleo del sistema ISce-I: construccion de la cepa UYSO10 AnifH anfH::pEMG-AanfH. a-Obtencién del
plasmido pEMG-AanfH. El plasmido pEMG-AanfH contiene los fragmentos inmediatamente adyacentes
de cada lado (corriente arriba TS1 y corriente abajo TS2) al marco de lectura abierto del gen anfH. b-
Cointegracion en el genoma. El plasmido pEMG-AanfH es transferido mediante conjugacion a la cepa
UYSO10 y es obligado a recombinar mediante la seleccidn de colonias resistentes a la Km.

obtener la cepa UYSO10 AnifH anfH::pEMG-AanfH pSW-2. El plasmido, pSW-2 (Gm®)
expresa la nucleasa I-Scel la cual reconoce y genera un corte de doble hebra en la
secuencia blanco introducidas por la integracion del pEMG-AanfH. Este corte induce la
resolucidn del cointegrado que puede generar la delecidn del gen blanco o la reversién
a la version salvaje (Figura 2). La construccion de la cepa UYSO10 AnifH anfH::pEMG-
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AanfH pSW-2 se realizd en el marco de un proyecto ejecutado con anterioridad en el
laboratorio, por lo que en este trabajo se comenzé verificando sus caracteristicas
genéticas.

1. 2. 1 VERIFICACION DE LA CEPAUYSO10 AnifH anfH::PEMG-AanfH pSW-2

La verificaciéon de la cepa UYSO10 AnifH anfH::pEMG-AanfH pSW-2, se realizé mediante
PCR. Para ello se verifico: (i) la ausencia del gen nifH (AnifH), (ii) la presencia del
plasmido pEMG-AanfH cointegrado en el cromosoma (anfH::pEMG-AanfH) y (iii) la
presencia del plasmido pSW-2, como se describe a continuacién. En todos los casos, las
reacciones de PCR se realizaron utilizando directamente como molde de ADN, colonias
frescas de la cepa UYSO10 AnifH anfH::pEMG-AanfH pSW-2, crecidas enLBampkmem-

1. 2. 1. 1 VERIFICACION DE LA AUSENCIA DEL GEN nifH.

Para esto se realizé una PCR utilizando los cebadores nifH-TS1F y nifH-TS2R (Tabla 3).
La reaccidn se realizd en un volumen total de 25 pul, conteniendo 12,5 pul de Dream Taq
Green Master Mix de Thermo Scientific, 1 pl de cada cebador 10 uM y 10,5 ul de H,0.
Con la ayuda de un tip se introdujo una colonia proveniente de una placa de Petri
fresca de la cepa UYSO10 AnifH anfH::pEMG-AanfH pSW-2. Como control positivo se
utilizé la cepa parental UYSO10 y como control negativo no se colocé ADN en el tubo
de reaccion. El programa de ciclado presenté una desnaturalizacidn inicial de 5 min a
95 2C, seguido de 30 ciclos de una primera etapa de desnaturalizacién durante 1 min a
95 2C, hibridacién de los cebadores durante 1 min a 57 2C y una extension de 2 min a
72 9C. La corrida se finalizé con una extensién durante 6 min a 72 2C. Los productos de
PCR se visualizaron en gel de agarosa 1 % (p/v) como se describié en el Capitulo Il_1. 2.
3. Los tamafios de los amplicones esperados fueron de 1037 y 1934 pb, para la cepa
mutante (delecién del gen) y la cepa parental respectivamente.

1. 2. 1. 2 VERIFICACION DE LA INTEGRACION DEL PLASMIDO pEMG-anfH.

La presencia del cointegrado se evalué mediante la capacidad de la cepa de crecer en
medio de cultivo LB conteniendo Km 50 pg/ul y por amplificacion por PCR utilizando
los cebadores anfH-TS1F y anfH-TS2R (Tabla 3). Las condiciones de la PCR, el ciclado
del termociclador, asi como la visualizacién del amplicén fueron las mismas que los
descriptos en el punto anterior. Los tamafios de los amplicones esperados fueron de
1000 y 1844 pb para la cepa mutante (delecion del gen) y la cepa parental
respectivamente; asi como la presencia de ambas bandas para la cepa con el pldasmido
pPEMG-AanfH co-integrado en el cromosoma.
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1. 2. 1. 3 VERIFICACION DE LA PRESENCIA DEL PLASMIDO pSW-2.

La presencia del plasmido pSW-2 se evalué mediante la capacidad de la cepa de crecer
en medio de cultivo LB conteniendo Gm 10 pg/ul y por amplificacion por PCR
utilizando los cebadores PSW-F y PSW-R (Tabla 3). Las condiciones de la PCR, el ciclado
del termociclador, asi como la visualizacion del amplicén son los mismos que los
descriptos anteriormente. El tamafio del amplicén esperado fue de 500 pb.

1. 2. 2 INDUCCION DE LA EXPRESION DE LA NUCLEASA ISEC-I Y SELECCION DE LA CEPA UYSO10
AnifH-AanfH

Una vez confirmada la correcta construccidon de la cepa UYSO10 AnifH anfH::pEMG-
AanfH pSW-2, se realizé la induccién de la nucleasa ISec-I (Figura 2a). Para ello, un
cultivo crecido en medio LBampkmem fue repicado a medio de cultivo fresco hasta
alcanzar una D.O.g de 0,3-0,4. En ese momento se le agregé 3MB en una
concentracion final de 2 mM vy se incubd con agitacién toda la noche a 30 2C. Al otro
dia, una dilucién del cultivo se plaqued en placas de Petri conteniendo medio de
cultivo LBymp de forma de obtener por placa entre 100 y 1000 ufc. Colonias al azar
fueron picadas a nuevas placas: LBamp Y LBampkm Y @quellas colonias que perdieron la
capacidad de crecer en Km fueron sujetas a una PCR usando los cebadores anfH-TS1F y
anfH-TS2R (Figura 2b), en las condiciones descriptas previamente (punto 1. 2. 1. 2).

1. 2. 3 ELIMINACION DEL PLASMIDO pSW-2

Con el objetivo de eliminar el plasmido pSW-2 de la cepa UYSO10 AnifH-AanfH pSW-2,
se realizaron 3 repiques sucesivos de la cepa en medio de cultivo liquido LBamp,
dejando crecer cada repique en agitacién durante 24 h a 30 2C Al cabo de este tiempo,
se seleccionaron colonias sensibles a la Gm vy se verificd la pérdida del plasmido por
PCR como fue descripto en el punto 1. 2. 1. 3.
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Tabla 3. Cebadores utilizados en este trabajo.

Cebador Secuencia (5’-3’) Fragmento a amplificar Tamaiio del amplicén (pb) Referencia

nifH-TS1F cgaattcctccattaaacgcaccggetg* 1934 v 1037 [213]
Gen nifH y 500 pb de cada lado 934 para gen par(?rjta y 1037 para

nifH-TS2R cgggatccgatcectttggtcagegggaacag mutante con delecion del gen

anfH-TS1F gcgaattcgtttgecatcccgcaagggg 1844 tal v 1000 [213]
Gen anfH y 500 pb de cada lado para gen pare_:r,w ay para

anfH-TS2R cgggatccctgegeaatggeggeaatatc mutante con delecion del gen

psWF ggacgcttcgctgaaaacta [214]
Presencia del plasmido psW-2 500

psWR aacgtcgtgactgggaaaac

pnifH-F gcgaattccctgtgecagctcatttatec . [213]

12
pnifH-R cgggatcctcaaaccgegttttettctgeg Gen nifH'y 337 pb antes 35
anfH-F ggtaccttaatcgctcagaccatatttaac 213
P &8 gcteag & Gen anfH y 226 pb antes 1069 [213]
panfH-R cgggatcccggatcgcagcecatgaataaacac

*Los pares de bases subrayados corresponden a la secuencia diana de las enzimas de restriccion presentes en el cebador (ggatcc corresponde a BamHI, gaattc a EcoRl y ggtacc a Kpnl). |

presencia de estas secuencias se requiere para la construccién de las cepas mutantes.
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Figura 2. Aproximacién empleada para la construccion de la mutante en los genes nifH y anfH, mediante
el empleo del sistema ISce-I: induccion de la resolucién del cointegrado. a- Expresion de la nucleasa I-
Secl. Las cepas con el co-integrado son transformadas con el plasmido pSW que expresa la nucleasa |-
Scel. En presencia de 3MB, se expresa la nucleasa, la cual genera dos cortes en el ADN. b- Reparacién
del ADN. La reparacion del ADN ocurre por doble recombinacidn homologa lo que puede regenerar el
genotipo parental o inducir la mutacidn. Las bacterias en las cuales ocurre la mutacién pierden la

resistencia a la Km.

1. 3 CONSTRUCCION DE LAS CEPAS MUTANTES COMPLEMENTANTES DERIVADAS DE LAS

CEPAS MUTANTES DESPROVISTAS DE LOS GENES nifH Y (Jan
La complementacién de las cepas mutantes se realizd mediante la incorporacion en
cada una de ellas, de los plasmidos conteniendo al gen deseado junto con su promotor
nativo, los cuales fueron llamados pSEVA232-nifH (pnifH) y pSEVA632-anfH (panfH),
disponibles en el laboratorio (Tabla 2). Los plasmidos se encontraban en cepas de E.
coli y fueron movilizados a las respectivas cepas de UYSO10 mutadas, mediante
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conjugacién triparental utilizando como cepa helper a E. coli pRK2013 (Tabla 1). Para
ello, se crecieron toda la noche las tres cepas necesarias para la conjugacion: i) las
cepas mutantes: UYSO10 AnifH, UYSO10 AanfH o UYSO10 AnifH-AanfH, ii) E. coli
pRK2013 vy iii) las cepas donantes: E. coli DH5a-A-pir pSEVA232-nifH o E. coli DH5a-A-pir
pPSEVA632-anfH, segun correspondiese (Tabla 4). Para realizar la conjugacion, se
cosecharon en un mismo tupo eppendorf, 200 pl de cada uno de estos cultivos. En
cada caso, las células se suspendieron en 50 ul de LB liquido y se depositaron como
una gota en placas de Petri conteniendo medio de cultivo LB. A las 24 h se suspendid
una anzada de las colonias crecidas en 500 pl de LB liquido y se sembraron 50 pl
utilizando rastrillo en una placa de LBampkm 0 LBampsm, para la complementacién con los
plasmidos pnifH o panfH respectivamente. Se continud trabajando con las colonias que
adquirieron la capacidad de crecer en las condiciones mencionadas.

Como controles de la conjugacién, se cosecharon en diferentes tubos eppendorf
células de: 1) la cepa UYSO10 mutante a complementar y Il) las 2 cepas de E. coli
utilizadas en cada conjugacion las cuales fueron tratadas al igual que se explicé mas
arriba. En estos casos se corroboré que no hubiera crecimiento en las placas
conteniendo LBampkm O LBampem.

Tabla 4. Cepas utilizadas para la construccion de las cepas de UYSO10 mutantes y complementadas en
los genes nifH y anfH mutados y para los controles.

Cepade UYSO10 mutaday  Cepas utilizadas en la conjugacion Cepas utilizadas en los

complementada construida triparental controles realizados
1-UYS0O10 AnifH 1- UYSO10 AnifH

UYSO10 AnifH pnifH 2- E. coli pRK2013 2- E. coli pRK2013 y E. coli
3- E. coli DH5a-A-pir pSEVA232-nifH DH5a-A-pir pSEVA232-nifH
1-UYS0O10 AanfH 1- UYSO10 AanfH

2- E. coli pRK2013 2- E. coli pRK2013 y E. coli

UYSO10 A fH
anfH pan DH5a-A-pir pSEVA632-anfH

3- E. coli DH5a-A-pir pSEVA632-anfH

1-UYSO10 AnifH-AanfH 1- UYSO10 AnifH-AanfH
UYSO10 AnifH-AanfH pnifH  2- E. coli pRK2013 2- E. coli pRK2013 y E. coli
3- E. coli DH5a-A-pir pSEVA232-nifH DH5a-A-pir pSEVA232-nifH

1-UYSO10 AnifH-AanfH 1- UYSO10 AnifH-AanfH
2- E. coli pRK2013 2- E. coli pRK2013 y E. coli

UYSO10 AnifH-Aan anfH
ifH-BanfH p DH50-A-pir pSEVA632-anfH

3- E. coli DH5a-A-pir pSEVA632-anfH

La incorporacién del plasmido se corroboré mediante dos reacciones de PCR
empleando como molde de ADN colonias de cada cepa provenientes de placas de Petri
frescas. En la primera PCR, se confirmo la presencia/ausencia de los genes nifH y anfH
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parentales segln la cepa mutada, usando los cebadores nifH-TS1F/TS2R o anfH-
TS1F/TS2R segun correspondiese. En la segunda PCR, se confirmé la presencia del gen
con su promotor utilizando los cebadores: pnifH-F/R (Tabla 3), en el caso de la
complementacion en trans del gen nifH y los cebadores panfH-F/R (Tabla 3), para la
complementacién en trans del gen anfH. Para ambas PCR, la reaccién, asi como las
condiciones del ciclado son las mismas descriptas en el punto 1.2.1.1. En particular,
para la segunda reaccién de PCR, los amplicones esperados poseen un tamafo de 1235
pb en el caso del gen nifH y su promotor y de 1069 pb para anfH y su promotor.

1. 4 CARACTERIZACION DE LA CEPA UYSO10 Y LAS MUTANTES OBTENIDAS

Para esto se hicieron caracterizaciones tanto in vitro como in vivo. La caracterizacion in
vitro de las cepas parental y mutantes, consistié en la evaluacion de: 1- la capacidad de
crecer en medio de cultivo LB y 2- la determinacién de la actividad de la enzima
nitrogenasa evaluada mediante el ensayo de reduccién del acetileno (ARA por su sigla
en inglés Acetylene reduction assay).

Por otro lado, la caracterizaciéon in vivo consistié en la evaluacién de la respuesta de
plantas de cafia de azlcar a la inoculacidon con la cepa parental y las diferentes
mutantes, en ensayos en cuarto de plantas con luz y temperatura controlada.

1. 4. 1 EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE LA CEPAS EN ESTUDIO, DE CRECER EN MEDIO DE CULTIVO
RICO (CONDICIONES DE NO FBN)

Con el fin de evaluar si las mutaciones realizadas afectan la capacidad de las cepas de
crecer en medio de cultivo LB, se realizaron curvas de crecimiento en microplacas de
96 pocillos utilizando un espectrofotometro de placa Varioskan Flash (Thermo
Scientific). Para ello, 1x10° células de cada una de las cepas a ensayar se inocularon en
200 pl de medio de cultivo LBamp Y se incubaron con agitacion de 180 rpm durante 30s
cada 19,5 min a 30 2C. El crecimiento bacteriano se registré midiendo la absorbancia a
620 nm (D.0.630nm) cada 2 h durante 60 h. Las curvas de crecimiento se realizaron por
cuatriplicado.

1. 4. 2 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD NITROGENASA EN LAS DIFERENTES CEPAS EN ESTUDIO.

La actividad nitrogenasa se evalué mediante el ensayo de ARA [215]. Para esto las
cepas a evaluar fueron crecidas en viales conteniendo 12 ml de medio de cultivo NFCC
semisodlido (Anexo A) y variaciones del mismo. Las variantes evaluadas buscaron
simplificar el medio de cultivo de forma que presentara una unica fuente de carbono
(acido malico o sacarosa 0,5 % (p/v)), asi como una Unica fuente de N (glutamato 0,05
mM). También se evaluaron el medio de cultivo NFCC sin modificar liquido y sin Mo, de
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forma de evaluar si la presencia del Mo afecta la funcionalidad de la enzima
nitrogenasa codificada por los genes nif. Para todas las pruebas realizadas se
inocularon en el centro del vial 100 pl de una suspension obtenida a partir de un
cultivo crecido toda la noche en medio LBamp, LBampkm Y LBampem, segun
correspondiese, conteniendo 1x10’ o 1x10® células lavadas con NaCl 0,9 % (p/v).
Asimismo, se evalud el efecto del agregado o no de los antibidticos en los medios de
cultivo. A los 4 dias de incubacion a 30 °C, el tapon de algoddén del vial se cambié por
uno de goma, se sustituyd el 10% del volumen atmosférico del vial por gas acetileno (1
ml) y se incubd por 72 h a 30 2C. Posteriormente, muestras de 8 pl de la parte gaseosa
de cada vial fueron inyectadas en un cromatdgrafo de fase gaseosa con detector de
llama ionizante (GC-Fid) (GC- 2010 Plus, Shimazu), equipado con una columna TG-Bond
(30 m x 0,32 mm ID x 10 um) (Thermo Scientific). Como gas transportador se empleé
N, empledandose una temperatura de columna y de detector de 35 y 150 @°C,
respectivamente. Cada cepa evaluada se ensayd por quintuplicado y se empled como
control negativo viales conteniendo el medio de cultivo evaluado sin inocular.

1. 4. 3 EVALUACION DE LA RESPUESTA DE PLANTAS DE CARA DE AZUCAR A LA INOCULACION CON LA
CEPA PARENTAL Y LAS DIFERENTES MUTANTES

Plantas de cafia de azlcar micropropagadas de la var. LCP de similar tamafio y en etapa
de enraizamiento, fueron colocadas asépticamente en frascos conteniendo 40 ml de
medio de cultivo MS 1/10 sin N [123], a razdn de cuatro por frascos. A los tres dias, los
frascos que no presentaron contaminacién visible fueron inoculados con 1x10’
células/planta de la cepa parental o con cada una de las mutantes [93]. El disefio
experimental utilizado fue completamente al azar, con 10 réplicas por tratamiento.
Diez dias posteriores a la inoculacién, las plantas fueron traspasadas a macetas
conteniendo 1,5 kg de tierra:arena (2:1). La tierra utilizada provino de predios de la
empresa ALUR en Bella Unidn, Artigas. La misma presenta la caracteristica de poseer
una tradicidn en plantacidon de caiia de azlcar sin el agregado de fertilizantes. Una
muestra de la mezcla utilizada fue enviada para su analisis fisicoquimico al Laboratorio
de Suelos, Plantas y Aguas de INIA La Estanzuela. Dichos andlisis mostraron un bajo %
de N, lo que posibilita la realizacién de este tipo ensayo (Tabla 5).

Tabla 5. Andlisis fisicoquimico del suelo utilizado en el ensayo de respuesta de plantas de cafia de azucar
a lainoculacién con las cepas UYSO10 parental y mutantes.

pH pH N (%) Corg N-NO3 N-NH4 Bray | K Fe

(1)
(H20)  (KcCI) (%) (uN/g) (uN/g)  (uP/g)  (meq/100g) (mg/kg)
6,6 6,0 0,04 034 7.4 1,4 7 0,05 22,0
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A los 15 dias posteriores a la inoculacién se realizé una segunda inoculaciéon como fue
descripto previamente. Las plantas fueron mantenidas en cuarto de plantas con un
fotoperiodo de 16/8h luz/oscuridad a 26 °C y regadas con agua de la canilla segln
necesidad. El ensayo se cosechd a los 4 meses pi, donde se evaluaron las variables
biométricas: altura de la planta, didametro del tallo, peso seco de la parte area y peso
seco radicular. La parte aérea se envid para andlisis de N-total por el método de
Kjeldahl [216] al Laboratorio de Nutricién Animal de la Facultad de Agronomia, UdelaR.

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente con el programa Infostat
aplicando un analisis de varianza paramétrico o no paramétrico segun correspondiese,
con un p £0,05 [217]. En caso de obtenerse diferencias significativas, las medias de los
tratamientos fueron comparadas usando la prueba de Tukey o Kruskal-Wallis, segln
los datos tuviesen una distribucion paramétrica o no paramétrica respectivamente.
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2 RESULTADOS

2. 1 CONSTRUCCION DE CEPAS MUTANTES EN LOS GENES nifH Y anfH

Mediante la estrategia empleada se obtuvo la cepa UYSO10 mutada en ambos genes
nifH y anfH (UYSO10 AnifH-AanfH) (Figura 3, cuadros A y C, carril 6). A su vez se
obtuvieron las cepas complementantes para cada uno de los genes eliminados por
incorporaciéon de un pldsmido conteniendo los genes parentales y sus promotores:
cepas UYSO10 AnifH pnifH, UYSO10 AanfH panfH, UYSO10 AnifH-AanfH pnifH y
UYSO10 AnifH-AanfH panfH.

En la Figura 3 se muestran los productos de amplificacién obtenidos en las PCR
realizadas con el fin de confirmar cada construccion (Tabla 6): (A) deteccidon dela
presencia o la ausencia del gen nifH, utilizando cebadores complementarios a las
regiones adyacentes del gen en la cepa parental; (B) deteccién de la presencia del gen
nifH y su promotor en la cepa parental y en aquellas que portan el pladsmido pnifH; (C)
deteccion de la presencia o la ausencia del gen anfH, utilizando cebadores
complementarios a las regiones adyacentes del gen en la cepa parental; y (D)
deteccion de la presencia del gen anfH y su promotor en la cepa parental y en aquellas
gue portan el plasmido panfH.

MPM
12345678910 1234567382910

G tal
/ en_paren

2000
1500
1000

750 \
Gen éliminado 20
250

(A) Gen nifH (B) Promotor nifH + nifH

(C) Gen anfH (D) Promotor anfH + anfH

{—A—\M PM

12 345678910 12345 67 8910

Gen parental
> par

~
Gen eliminado

Figura 3. Gel de agarosa mostrando la verificacion por PCR de las diferentes mutantes realizadas en la
cepa UYSO10. Cuadro A: Producto de la amplificacién del gen nifH y aproximadamente 500 pb
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adyacentes a cada lado del gen. Se espera un amplicén de 1934 y de 1037 pb para la cepa parental y
mutante, respectivamente. B: Producto de la amplificacidon del gen nifH y su promotor. Se espera un
amplicon de 1235 pb. C: Producto de la amplificacién del gen anfH y aproximadamente 500 pb
adyacentes a cada lado del gen. Se espera un amplicén de 1844y de 1000 pb para la cepa parental y
mutante, respectivamente. D: Producto de la amplificacidon del gen anfH y su promotor. Se espera un
amplicon de 1069 pb. Carriles: 1-UYSO10, 2- UYSO10 AnifH, 3- UYSO10 AanfH, 4- UYSO10 AnifH pnifH, 5-
UYSO10 AanfH panfH, 6- UYSO10 AnifH-AanfH, 7- UYSO10 AnifH-AanfH pnifH, 8- UYSO10 AnifH-AanfH
panfH, 9-control positivo, plasmidos: A- pEMG-nifH, B- pnifH, C- pEMG-anfH y D- panfH) y 10-control
negativo sin ADN. MPM: Generuler 1 Kb de Thermo Fisher Scientific.

Tabla 6. Tamafios esperados de los productos de amplificacidon de las PCR realizadas para confirmar las
construcciones en las cepas UYSO10 mutantes.

Tamaiio del producto de amplificacion esperado (pb)

Cepa
PCRA PCR B PCRC PCRD

UYs010 1934 1235 1844 1235
AnifH 1037 - 1844 1235
DAanfH 1937 1235 1000 -
AnifHpnifH 1037 1235 1844 1235
AanfHpanfH 1937 1235 1000 1235
AnifH-AanfH 1037 - 1000 -
AnifH-AanfH pnifH 1037 1235 1000 -
AnifH-DanfH panfH 1037 - 1000 1235

2. 2 CARACTERIZACION in vitro DE LAS CEPAS UYSO10 PARENTAL YMUTANTES

Con el fin de evaluar si las mutaciones realizadas afectaron la capacidad de crecimiento
de las cepas mutadas, se evalud el crecimiento de las mismas asi como la de la cepa
parental, en medio de cultivo rico LB (condiciones de no FBN), en el tiempo (Figura 4).
Los resultados mostraron que no existen diferencias en el crecimiento entre las cepas
mutadas y la parental en las condiciones ensayadas.
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Figura 4. Curvas de crecimiento en medio de cultivo LB, de la cepa UYSO10 y las diferentes mutantes.

Posteriormente, con el objetivo de evaluar la funcionalidad de la enzima nitrogenasa
en la cepa parental y las diferentes mutantes, se realizaron ensayos de reduccién del
acetileno. En los mismos se evalud la actividad de la enzima nitrogenasa en medio de
cultivo NFCC y NFCC modificado, utilizando una Unica fuente de C (sacarosa o 4cido
malico) y como fuente de N glutamato. Asimismo, se evalué mediante esta
metodologia el efecto del numero de células inoculadas, el uso de antibidticos, asi
como utilizar medio de cultivo liquido. Los resultados obtenidos no fueron repetitivos
para cada cepa evaluada en todas las condiciones ensayadas. Sin embargo, es
interesante resaltar que todas las cepas, con excepcién de la doble mutante,
mostraron actividad nitrogenasa en la mayoria de las condiciones. Asimismo, el
agregado de antibidticos en el medio de cultivo no mostré diferencias en la actividad
de la enzima, sin embargo, el inocular el vial con 1 x 10’ células/vial mostré una mayor
actividad enzimatica, que el inocular con 1 x 10% células.

A modo de conclusién, los resultados mostraron que la mejor condicidn ensayada fue
cuando se utilizé un indculo de 1x10 células en medio de cultivo NFCC (sin modificar)
liquido y sin el agregado de antibiéticos. En dicha condicién se observé produccién de
etileno en la cepa parental y en las mutantes excepto en la doble mutante (Tabla 7).
Finalmente se realizé un ultimo ensayo de reduccidn de acetileno utilizando el medio
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de cultivo NFCC sin el agregado de molibdeno. Los resultados mostraron el mismo
patron mencionado en el cual, la Unica cepa que no fue capaz de reducir acetileno fue
la doble mutante (Tabla 7).

Tabla 7. Actividad nitrogenasa de la cepa UYSO10 parental y las mutantes.

NFCC (Mo 9, 1 uM) NFCC sin Mo

agregado®

Cepa Produccion de etileno

uyso10 + +
AnifH + +
AnifH pnifH + +
AanfH + +
AanfH panfH + +
AnifH-AanfH - -
AnifH-AanfH pnifH + +
AnifH-AanfH panfH + +

®Si bien no se agregé Mo en el medio de cultivo, la receta del medio de cultivo NFCC contiene extracto
de levadura 20 mg/I.

2. 3 CARACTERIZACION in vivo DE LAS CEPAS UYSO10 PARENTAL Y MUTANTES

Con el objetivo de evaluar el papel de la FBN en la interaccion planta-bacteria, se
realizd un ensayo de respuesta de plantas de cafa de azlUcar micropropagadas a la
inoculacién con las cepas UYSO10 parental y las diferentes mutantes. El mismo se
realizd bajo condiciones controladas, en un sistema donde previamente se reporté la
promocién del crecimiento vegetal por la cepa UYSO10 [93, 94].

El analisis estadistico de los pardmetros biométricos evaluados, mostraron que la
inoculacién con las cepas UYSO10 AnifH y UYSO10 AanfH, no fue significativamente
diferente de la inoculacién con la cepa parental. Sin embargo, cuando se inoculé la
cepa UYSO10 AnifH pnifH se observé un aumento significativo del crecimiento de las
plantas de cafia de azlcar en un 19 % en la altura, 8 % en el diametro y un 40 % en la
acumulacién de N vy al inocular con la cepa UYSO10 AanfH panfH se registré un
aumento de un 30 % en la acumulacidon de N. Por otro lado, la inoculacion con UYSO10
AnifH-AanfH (AA), mostré una disminucidn significativa del crecimiento en un 9 % en la
altura, 13 % en el didmetro y un 32 % en el peso seco aéreo, en comparacién con la
cepa UYSO10 parental (Figura 5 y 6). Asimismo, la respuesta de las plantas a la
inoculacién con las cepas UYSO10 doble mutante, conteniendo en pldsmidos el
promotor y el gen nifH (AA pnifH) o anfH (AA panfH), mostraron una recuperacion del
efecto promotor del crecimiento vegetal (Figura 5y 6).
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Figura 5. Vista del ensayo de PCV de plantas de cafia de azlcar inoculadas con las cepas UYSO10
parental y mutantes, a los 3 meses pi.
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Figura 6. Respuesta de plantas de cafia de azlcar a la inoculacién con la cepa parental y las mutantes en
las enzimas nitrogenasas. Con asteriscos se indican los tratamientos que difieren significativamente del

tratamiento inoculado con la cepa UYSO10 (*p<0,1, **p<0,05, ***p<0,01).
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3 DISCUSION

3. 1 FBN EN GRAMINEAS POR ENDOFITOS DIAZOTROFOS

El estudio de BPCV asociadas a gramineas, ha aumentado considerablemente a nivel
mundial, buscandose extender los conocimientos de la FBN muy estudiada en
leguminosas [218]. Varios endodfitos PCV  han sido descriptos como
biotecnolégicamente promisorios, siendo la FBN y la produccién de fitohormonas, los
principales mecanismos reportados como responsables de la promocién [50, 75, 219,
220].

Mediante el empleo de técnicas isotépicas del

N, se ha demostrado que diversos
cultivos de gramineas son capaces de adquirir parte de su N nutricional a partir de la
FBN. En particular, para el cultivo de cafia de azlcar, se calculé que el N proveniente
de la FBN puede alcanzar hasta un 60 % en variedades cultivadas en Brasil y entre 34-
59 % en variedades cultivadas en Uruguay [89, 218]. Asimismo, la expresidn de la
nitrogenasa por bacterias enddfitas en los tejidos internos de las plantas hospederas,
se ha confirmado mediante diferentes aproximaciones, incluyendo: i- la presencia y/o
cuantificacidn de transcriptos del gen nifH, ii- la construccién de fusiones de genes o de
promotores con genes reporteros, iii- inmunohistoquimica utilizando anticuerpos

15
I

contra la enzima nitrogenasa y iv- técnicas isotdpicas del ~°N aplicadas a plantas

inoculadas con una bacteria, en condiciones controladas [221-226].

Con la finalidad de poder determinar el rol de la FBN en la promocién del crecimiento
vegetal, se construyeron en las cepas endofiticas diazotréficas G. diazotrophicus Pal5,
K. pneumoniae 342 y Azoarcus sp. BH72, mutantes knock out en genes codificantes
para la enzima nitrogenasa, particularmente en los genes estructurales nifD, nifH y nifK
respectivamente [108, 221, 227]. En los casos mencionados, mediante ensayos de
respuesta de las plantas hospederas a la inoculacidn con las cepas parental y las
mutantes, se pudo demostrar que la FBN es al menos en parte, responsable de la PCV
observada, cuando se evalué la PCV y el N incorporado. Tanto para de G.
diazotrophicus como para K. pneumoniae se evalud también la colonizacién de las
plantas por las cepas parentales y mutantes, no observdndose diferencias significativas
y sugiriendo que las mutaciones no afectaron la capacidad colonizadora de las
bacterias. Es de destacar que, en todas las cepas nombradas, la Unica nitrogenasa
presente es del tipo MoFe-nitrogenasa, y que en ninguno de estos estudios se realizé
la construccidn de la cepa mutada nif con el agregado posterior del gen eliminado en
trans (complementante).
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3. 2 NITROGENASAS

La nitrogenasa es la enzima encargada de la reduccion del dinitrogeno a amonio. La
misma posee dos componentes proteicos generalmente denominados como la
proteina Fe y la proteina MoFe. Estos términos hacen referencia a la composicion
metdlica de los grupos prostéticos que contienen dentro cada componente proteico.
Todos los diazétrofos conocidos poseen la MoFe-nitrogenasa y algunos poseen ademas
una o las dos nitrogenasas llamadas “alternativas”: la VFe-nitrogenasa y la FeFe-
nitrogenasa [228]. A pesar de las diferencias en su contenido en metales, estos
subtipos son estructuralmente similares y se encuentran filogenéticamente
relacionados. Sin embargo, la eficiencia de la MoFe-nitrogenasa es mayor, porque
requiere de menos moléculas de ATP y menor poder reductor por molécula de N,
fijada [40]. Por ser la MoFe-nitrogenasa universal, la primera en ser descubierta y ser
mas eficiente, ha sido el subtipo mas estudiado. A su vez, algunos autores postulan
gue el tamafio de la poblacién de diazétrofos equipados Unicamente con la MoFe-
nitrogenasa supera en varios ordenes de magnitud a aquellos que contienen a su vez
nitrogenasas alternativas [228]. Por estos motivos, han sido pocos los trabajos que
buscaron comprender el rol de las nitrogenasas alternativas.

El organismo modelo mas estudiado por poseer las 3 variantes de nitrogenasas ha sido
A. vinelandii. Estudios en este organismo han demostrado una regulacidn jerarquica
por disponibilidad de metales, donde en presencia de Mo, se expresa la MoFe-
nitrogenasa y se reprimen las otras formas. En ausencia de Mo y presencia de V, se
expresa la VFe-nitrogenasa y solo en ausencia de ambos metales lo haria la FeFe-
nitrogenasa [229, 230]. Esta regulacion fisiolégica de la expresién de la nitrogenasa
segln la disponibilidad de metales ha sido entendida como de optimizacién del
proceso por parte del organismo [40]. En el mismo sentido, en la cepa Rhodobacter
capsulatus que posee la MoFe- y FeFe-nitrogenasa, la cepa mutante AnifHDK (FeFe-
nitrogenasa funcional), no pudo crecer de forma diazotréfica o expresar los genes anf
en concentraciones de Mo >10 Nm [231]. Curiosamente esta represién de las
nitrogenasas alternativas en A. vinelandii se observa solamente a temperaturas
mayores a 15 °C y no por debajo [232], sugiriendo que la temperatura puede ser otro
factor de regulaciéon. A partir de estas observaciones, surge una de las hipdtesis de la
existencia de las nitrogenasas alternativas, la cual postula que las mismas estan
especializadas para ser activas en ambientes especificos [228]. Sin embargo, en
aparente contradiccion, la VFe- y FeFe-nitrogenasa estdn presentes en organismos que
habitan diversos ambientes desconociéndose su real contribucion [233].

Por otro lado, a partir de estudios transcriptomicos realizados en A. vinelandii vy
Rhodopseudomonas palustris, se comprobd que cuando se expresan las nitrogenasas
alternativas, se observa un gran aumento de los genes de adquisicién de nitrégeno
[230, 234]. Entre los genes sobreexpresados se encuentran los asociados al transporte
de compuestos nitrogenados y al acceso de N fijado. De esta forma, se hipotetizd una
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nueva forma de regulaciéon de las enzimas alternativas, sugiriendo que su expresién
podria responder a los niveles de falta de N fijado, en vez de ser una respuesta directa
a la presencia de metales [234].

Actualmente, mediante estudios de gendmica comparativa se ha propuesto que la
presencia de nitrogenasas alternativas no se encuentra tan restringida como se ha
sugerido [235]. A su vez, un nuevo método llamado ISARA (/sotopic acetylene reduction
assay), ha sido desarrollado para discriminar la actividad de cada subtipo de
nitrogenasa [233]. Al aplicar esta técnica, se pudo comprobar que las nitrogenasas
alternativas contribuyen significativamente a la FBN en muestras ambientales [233,
235].

Teniendo en cuenta la bibliografia consultada con respecto a las nitrogenasas
alternativas, se puede apreciar que quedan muchas interrogantes aln por responder
acerca de como es la regulacién de su expresién, si esta regulacidn es universal, asi
como el entender cudl es su rol en el ambiente.

3. 3 CARACTERIZACION DE LAS NITROGENASAS PRESENTES EN LA CEPA UYSO10

Mediante el ensayo de reduccidn de acetileno, se determind previamente que la cepa
Kosakonia sp. UYSO10, presenta la capacidad de fijar biolégicamente el N, atmosférico
in vitro [89]. Asimismo, estudios bioinformaticos determinaron la presencia en el
genoma de 2 operones que codifican para las enzimas MoFe- y FeFe-nitrogenasa
(Figura 7) (Beracochea en preparacién). Con el objetivo de evaluar el efecto de la FBN
en la capacidad PCV observada para esta cepa y el papel que juega cada subtipo de
nitrogenasa en el mismo, se construyeron y caracterizaron mutantes individuales y
dobles por delecidn de uno de los genes estructurales de cada nitrogenasa, nifH y

anfH.

Los resultados obtenidos demostraron que la reduccidon de acetileno se detectd en
todas las condiciones ensayadas exceptuando en la doble mutante AnifH-AanfH, lo que
confirma que solo la delecion de ambos genes estructurales impide la FBN.
Observaciones similares fueron reportadas en Rhodopseudomonas palustris,
diazétrofo que posee 3 nitrogenasas, donde mutantes capaces de expresar una Unica
nitrogenasa fijaron el N, atmosférico, pero no lo hizo la triple mutante (AnifH AvnfH
AanfA) [234]. Asimismo, en nuestro modelo de estudio, la inhibicion de la FBN se
revirtié tras la complementacién en trans con un plasmido conteniendo el gen nifH o
anfH con sus promotores correspondientes.
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Figura 7. Arreglo genético de los genes que codifican para la MoFe-nitrogenasa y FeFe-nitrogenasa en la
cepa UYSO10 y su comparacion con la cepa K. radicincitans DSM16656'. A. Comparacién del operdn nif.
B. Comparacion del operén anf. Para su construccion se utilizé la homologia de secuencia a nivel de
aminoacidos. La figura fue gentilmente cedida por Martin Beracochea (Beracochea en preparacion).

Los resultados obtenidos también demostraron que la actividad de la FeFe-nitrogenasa
no es inhibida por la presencia de Mo (9,1 uM). Si bien, puede que la presencia de Mo
ejerza una inhibicién de la enzima a mayores concentraciones, este no parece ser el
caso, ya que concentraciones de 1 uM y 10 nM inhibieron la expresion de las
nitrogenasas alternativas en los diazétrofos A. vinelandii y R. capsulatus,
respectivamente [229, 231]. Un caso similar al aqui observado fue reportado en el
diazoétrofo R. palustris, donde una cepa mutante en la MoFe-nitrogenasa, creciendo
diazotréficamente en presencia de una sal de Mo (15 nM a 100 uM), expreso la VFe-y
FeFe-nitrogenasa, segun la disponibilidad de V en el medio de cultivo [234]. Esta
observacion también se realizdé en Rhodospirillum rubrum, donde la bacteria sintetizé
la FeFe-nitrogenasa en presencia de Mo, cuando la MoFe-nitrogenasa no podia ser
expresada de forma funcional [236].

Por otra parte, la cepa UYSO10 expresando la FeFe-nitrogenasa fue capaz de crecer en
medio conteniendo V (17 uM) y mostrar actividad ARA (datos no mostrados). Todas
estas observaciones en conjunto sugieren que la expresidon de la FeFe-nitrogenasa de
Kosakonia sp UYSO10 no es afectada por la concentracion de los metales Mo y V en el
medio de cultivo.

Recientemente se publicé un articulo muy similar al trabajo aqui realizado. En el
mismo se construyeron a partir de K. radicincitans DSM16656' las mutantes AnifH,
AanfH y AanfH-AnifH. A continuacidn, las cepas fueron evaluadas en su capacidad de
FBN, mediante evaluacién del contenido de N e incorporacién de °N. A partir de la
aplicaciédn de ambas técnicas los autores observaron la contribucién de N de la MoFe-

138

50%

100%

50%



nitrogenasa, pero no de la FeFe-nitrogenasa, bajo las condiciones ensayadas [237].
También evaluaron disminuir la cantidad de Mo del medio de cultivo de 230 uM a 0,4
UM, sin observar efecto sobre la FeFe-nitrogenasa. Es muy interesante resaltar que si
bien la cepa DSM16656' posee un 98,91 % de similitud a nivel genémico con la cepa
UYSO10 y ambas poseen el mismo arreglo gendmico de los operones nif y anf con casi
un 100 % de identidad en la secuencia de aminoacidos (Figura 7) (Beracochea en
preparacion), los resultados obtenidos por dichos autores son diferentes a los
obtenidos por nuestro grupo. Entre las posibles causas para explicar esta situacion se
podrian enumerar i- la existencia de mutaciones puntuales en los genes que codifican
para la FeFe-nitrogenasa, que impidan la actividad en la cepa DSM16656', ii- que la
mutante AnifH construida por Ekandjo y colaboradores tenga algun efecto sobre la
FeFe-nitrogenasa o iii- la diferencia provenga del medio de cultivo y condiciones de
crecimiento ensayadas.

Aln resta por conocer como es la regulacién de los subtipos de nitrogenasas en
Kosakonia sp. UYSO10, aunque todo sugiere que no es Unicamente por la
disponibilidad de metales (Mo, V).

3.4 LA MOFE Y FEFE NITROGENASAS DEL ENDOFITO KOSAKONIA sP. UYSO10 soN

NECESARIAS PARA LA PROMOCION DEL CRECIMIENTO DE CANA DE AZUCAR

En el presente estudio los resultados mostraron que la MoFe y la FeFe nitrogenasas
son necesarias para la promocién del crecimiento vegetal de cafias de azucar por la
cepa UYSO10. Esta afirmacién se basa en que la inoculacién de plantas de cafa de
azucar con la cepa mutada en ambas nitrogenasas tuvo un efecto negativo sobre los
parametros de crecimiento evaluados. Asimismo, se observd que las deleciones de los
genes nifH o anfH por separado, no mostraron un efecto en la PCV, sugiriendo que la
FBN estd ocurriendo en ambas condiciones.

El género Kosakonia ha sido recientemente definido a partir de un grupo de cepas
anteriormente clasificadas como pertenecientes a el género Enterobacter [95]. Dichas
cepas han sido principalmente reportadas como asociadas a plantas y se las ha
descripto como promotoras del crecimiento vegetal [96, 98, 238-241]. En particular,
las cepas Kosakonia sp. NN145S y NN143E mostraron ser capaces de promover el
crecimiento vegetal de plantas de cafia de azlcar micropropagadas y se demostré,
mediante ensayos de dilucién isotépica del >N que la FBN era uno de los mecanismos
actuantes [242]. En otro trabajo, la cepa Kosakonia sp R4-368, aislada de plantas de
Jatropha curcas, mostré ser capaz de reducir acetileno y promover el crecimiento
vegetal de dicha planta [243]. Estudios bioinformaticos realizados por estos autores
concluyeron que el genoma de esta cepa posee Unicamente el operon nif. Al realizar
mutantes knockout en los genes nifH, nifD y nifK por separado, observaron que las
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cepas mutadas perdian la capacidad de reducir el acetileno y de promover en parte el
crecimiento vegetal. Asimismo, los autores observaron que las poblaciones de la cepa
parental y mutantes que colonizaron las plantas fue similar, por lo que las mutaciones
no estarian afectando la colonizacién de la planta por la bacteria [243]. Por otro lado,
en las cepas K. radicincitans DSM16656' y UMEnt01/12, K. oryzae Ola51T y YD4 vy
Kosakonia sp. NN145S y NN143E, se ha descripto la presencia de la Mo- y la FeFe-
nitrogenasa [237, 242, 244]. Sin embargo, hasta la fecha no se ha evaluado el efecto de
cada nitrogenasa en la planta, mediante la construcciéon y evaluacién de cepas
mutantes.

En los dultimos afios se ha incrementado el interés en el estudio de cepas
pertenecientes al género Kosakonia y su interaccion con las plantas. En ese sentido
han sido varios los reportes de promocién del crecimiento de diversos cultivos por la
inoculacién de cepas de este género, realizados en condiciones de invernaculo y
campo [27, 98, 99]. En varios trabajos, se sefala a la FBN como uno de los mecanismos
promotores del crecimiento vegetal [242, 243], sin embargo, poco se conoce acerca de
la regulacién y actividad de los subtipos de nitrogenasas que presentan. En el presente
trabajo, observamos que tanto la MoFe-nitrogenasa como la FeFe-nitrogenasa son
funcionales y se encuentran activas in vitro. Curiosamente, la FeFe-nitrogenasa no
parece estar regulada por los niveles de Mo y V en el medio de cultivo. Asimismo, los
ensayos in vivo muestran que la MoFe y/o la FeFe nitrogenasas son necesarias para la
promocién del crecimiento vegetal de cafas de azlcar por la cepa UYSO10 y que la
presencia de una u otra enzima poseen el mismo efecto sobre las plantas. A partir de
lo antedicho, se propone el género Kosakonia como un interesante modelo de estudio
para seguir profundizando y evaluar la importancia de los subtipos de nitrogenasas en
el contexto de la PCV.

140



CONCLUSIONES GENERALES

1- Las cepas Kosakonia sp. UYSO10 y Rhizobium sp. UYSO24, presentan diversas
caracteristicas fenotipicas potencialmente involucradas en la interaccidn.

2- Las cepas UYSO10 y UYSO24 son endodfitos verdaderos de cafia de azlcar.

3- En presencia de exudados radiculares de plantas de cafia de azlcar, ambas cepas
adaptan su proteoma con la finalidad de transportar y metabolizar diferentes
nutrientes y de interaccionar con la planta hospedera.

4- En co-cultivo con plantas de cafia de azucar, la cepa UYSO10 expresa diversas
proteinas asociadas a transportar y metabolizar diferentes fuentes de Cy N, estando la
FBN activa; a censar diferentes estimulos ambientales yrelacionadas con la interaccién
y la PCV.

5- Tanto la MoFe-nitrogenasa como la FeFe-nitrogenasa presentes en el genoma de la
cepa UYSO10 son funcionales y se encontraron activas in vitro en las condiciones
ensayadas.

6- La MoFe y FeFe nitrogenasas del endéfito Kosakonia sp. UYSO10 son necesarias para
la promocidn del crecimiento de cafia de azlcar.
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PERSPECTIVAS

Con respecto al capitulo Il:

a- Dado que actualmente se cuenta con los genomas de las cepas UYSO10 y UYS024,
seria interesante realizar busquedas bioinformaticas focalizadas a la identificacién de
otras caracteristicas asociadas a la interacciéon, como ser la presencia de sistemas de
secrecion y de genes relacionados con el mecanismo de quorum sensing, entre otros
posibles. Se plantea particularmente para la cepa UYSO24la busqueda de posibles
genes de nodulacién, teniendo en cuenta su afiliacidn filogenética.

Con respeto al capitulo Il y IV:

a- Validar la expresién diferencial de algunas de las proteinas identificadas. Para ello,
se podrian realizar cuantificaciones de los transcriptos mediante gRT-PCR, generar
cepas mutantes donde se incluya algun gen reportero asociado al promotor del gen a
evaluar o realizar la construccién de cepas mutantes por delecidn en los genes de
interés. Dichas mutantes se caracterizarian in vivo en las mismas condiciones, en
medio de cultivo con y sin exudados radiculares o creciendo en co-cultivo de forma
planctdnica o en asociacién con la planta.

b- Caracterizar la composicion de los exudados radiculares de las plantas de caia de
azUcar micropropagadas con el fin de profundizar en el conocimiento de la interaccién.
Para ello se podrian estudiar los diferentes componentes mediante su analisis por
cromatografia gaseosa (GC-MS) y liquida (HPLC-MS). Posteriormente se podrian
evaluar los efectos de los componentes principales de dicho exudado o de algin
componente particular que resulte interesante sobre las bacterias, evaluando la
guimiotaxis, la expresién de los genes seleccionados, entre otras caracteristicas.

c- Evaluar si la produccion de compuestos volatiles es responsable al menos en parte
de PCV en cafia de azlcar. Para demostrarlo, se podrian construir mutantes en alguno
de los genes involucrados y evaluar dichas mutantes in vitro e in vivo en asociacidn con
la planta.

Con respecto al capitulo V:

a- Profundizar en el conocimiento de la interaccidn planta-bacteria en el modelo de
estudio evaluando la colonizacidn de la planta tanto por la cepa parental como las
mutantes simples y doble en las nitrogenasas. Para ello, se propone evaluar la
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colonizacion mediante microscopia y/o cuantificacion de la colonizacién realizando
recuentos por ufc o PCR en tiempo real.

b- Confirmar y cuantificar mediante alguna de las técnicas isotdpicas del °N, cual es el
porcentaje de N proveniente de la FBN incorporado a la planta. En estos ensayos se
pueden incluir diferentes concentraciones de N en el sustrato, de forma de evaluar si
existe un efecto inhibidor de la FBN en presencia de N disponible para la planta.

c- Estudiar diferentes factores que influyen en la actividad de cada uno de los subtipos
de nitrogenasas. Se propone construir cepas con plasmidos donde los promotores de
cada enzima se fusionen con genes reporteros y de esta forma evaluar diferentes
estimulos ambientales como la presencia y concentracion de los metales Mo, Vy Fe, la
concentracion de N fijado, la presencia de exudados radiculares de plantas de caia de
azucar y liquido apopléstico obtenido a partir de tallos de cafia de azucar, asi como
diferentes fuentes de C como glucosa, sacarosa, piruvato, malato, EtOH y glicerol. Las
condiciones ensayadas pueden a su vez ser confirmadas aplicando el ensayo de
reduccion de acetileno. Finalmente seria interesante realizar ensayos de inoculacion
de plantas y observar la expresién de una u otra enzima.
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ANEXO A — MEDIOS DE CULTIVO Y

1.MEDIOS DE CULTIVO PARA BACTERIAS

Medio de cultivo triptona-extracto de levadura (TY) [245]

Componentes Cantidad
Triptona 50g
Extracto de levadura 30g
CaCl, 0,68¢g

H,0 c.s. p. 1 litro

Medio de cultivo Luria-Bertani (LB) [246]

Componentes Cantidad
Triptona 10,0 g
Extracto de levadura 50¢g
NaCl 50g

H,0c.s. p. 1 litro

Medio de cultivo LGI [247]
Componentes Cantidad
AzUcar cristal 50¢g
K,HPO, 02g
KH,PO, 06¢g
MgS0,. 7H,0 0,2¢g
CaCl, 0,015g
Solucién FeEDTA 1,64 % 4,0 ml
FeCls. 6H,0 0,01g
Na,Mo0,. 2H,0 0,002 g
Solucidn de vitaminas 1,0 ml
KNO; 10g
Azul de bromotimol 0,5 % 5,0 ml
H,0 c.s. p. 1 litro
Solucidn de vitaminas
Biotina 0,01g
Pyridoxal-HCI 0,02g

H,0c.s. p. 1litro

Ajustar el pH a 6,0—6,2 con solucion H,SO4 5 %.

SOLUCIONES

145



Medio de cultivo NFCC [248]

Componentes Cantidad
Acido malico 50g
Glucosa 2,5¢g
Acetato de sodio 2,46 g
Piruvato de sodio 2,53g
NaOH 4,78
K,HPO, O1lg
KH,PO, 048
MgS0,. 7H,0 02g
NaCl 01lg
CaCl, 0,02g
FeCl; 0,01g
NaMoO,. 2H,0 0,002 g
Azul de bromotimol 2,5 mg

H,0 c.s. p. 1 litro
Ajustar el pH a 6,8. Para la preparacion de los medios semisdlidos, agregar 20 mg/I de
extracto de levaduray 2,4 g de agar.

En este trabajo se utilizaron también variantes del medio de cultivo NFCC, donde las
fuentes de C fueron sustituidas por sacarosa 0,5 % o acido malico 0,5 % y el extracto de
levadura por glutamato 0,05 mM.

Medio de cultivo CAS [249]

Componentes Cantidad
Medio base

Solucién salina* 100 ml
PIPES 30,24 ¢
Extracto de levadura desferrado 10¢g
MgCl 1M 1,0 ml
CaCl,0,1 M 1,0 ml
Manitol 10g
Agua desionizada 748 ml
Agar 150g

Solucién salina

KH,PO, 03g
NaCl 0,5¢g
NH,CI 10g
Agar 3,75¢g

H,0 c.s. p. 100 ml

Solucién colorante
CAS 60,48 g
Agua desionizada 59 ml
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Preparacion: Agregar al medio base estéril 10 ml de glucosa 20 % estéril. Por otro lado,
agregar a la solucién colorante 1 ml de una solucién de FeCl; (135 mg de FeCls. 6H,0
en 50 ml de una soluciéon HCI 0,01 N). A continuacién, agregar dicha solucién gota a
gota sobre una solucién de HDTMA 72,88 mg en 40 ml de agua desionizada.
Finalmente, agregar la solucién resultante al medio base justo antes de armar las
placas.

En este trabajo, se sustituyd en la receta original las fuentes de C, utilizando las
presentes en el medio de cultivo NFCC, acido malico 5 % (p/v), glucosa 2,5 % (p/v),
piruvato de sodio 2,53 % (p/v) y acetato de sodio 2,46 % (p/v).

Medio de cultivo Aleksandrov [250]

Componentes Cantidad
Sacarosa 10,0 g
K;HPO, 15¢g
MgS0O,. 7H,0 05g
CaC03 1,0g
Agar 150¢g

H,0 c.s. p. 1 litro
Ajustarel pHa7,5.

2.MEDIO DE CULTIVO PARA PLANTAS
Medio de cultivo MS [251]

Componentes Cantidad
NH;NO3 1650 mg
KNO; 1900 mg
CaCl,. 2H,0 440 mg
MgSQO,. 7H,0 370 mg
KH,PO, 170 mg
IK 0,83 mg
H3BO; 6,2 mg
MnSO,. 4H,0 22,3 mg
ZnS0,. 7H,0 8,6 mg
NaMoO,. 2H,0 0,25 mg
CuS0O,5H,0 0,025 mg
CoCl,. 6H,0 0,025 mg
EDTA 37,3 mg
FeSO,. 7H,0 27,8 mg

H,0 c.s. p. 1 litro
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Solucién de vitaminas del medio de cultivo Staba [252]

Componentes Cantidad
Acido félico 50 mg
Biotina 100 mg
Cloro colina 100 mg
Acido pantoténico 100 mg
Tiamina 100 mg
Nicotinamida 200 mg
Piridoxina 200 mg

Acido aminobenzoico 200 mg
H,0c.s. p. 1litro

Agregar al medio de cultivo base MS solucién de vitaminas 1 ml/l, sacarosa 20 g/l y
mioinositol 100 mg/I. Ajustar el pH a 5,8.

En esta tesis se trabajo con una modificacion del medio cultivo, para ello se preparé el
medio MS diluido al decimo vy sin agregar la fuente de N (NH4NOsni KNO3) [123].

3. SOLUCIONES
Solucién de Bradford [144]

Disolver 100 mg de Azul Comassie G-250 en 50 mL de EtOH 95 %. A continuacién,
agregar 100 ml de H3PO4 85 % y agua destilada hasta 200 ml. Filtrar la solucién 4-5
veces.
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ANEXO B — TABLAS DE PROTEINAS, CAPITULO IV

Tabla 1. Proteinas asociadas a la transduccidn de sefiales ambientales y al movimiento, identificadas en la cepa UYSO10 creciendo en co-cultivo con plantas de cafia de
azlcar.

gi: g:o Proteina identificada ::e(i(:r:::s“cas Sefal total®
Receptores de quimiotaxis

1162 Methyl-accepting chemotaxis protein |ll (ribose and galactose chemoreceptor protein) 4 147
502 Methyl-accepting chemotaxis sensor/transducer protein 4 78
5120 Methyl-accepting chemotaxis sensor protein STM3152 4 67
3243 Methyl-accepting chemotaxis protein | (serine chemoreceptor protein) 4 65
4683 Methyl-accepting chemotaxis protein |V (dipeptide chemoreceptor protein) 4 63
4682 Methyl-accepting chemotaxis protein |l (aspartate chemoreceptor protein) 4 52
5943 Aerotaxis sensor receptor protein 3 50
1545 Methyl-accepting chemotaxis citrate transducer 3 49
5085 Methyl-accepting chemotaxis protein | (serine chemoreceptor protein) 3 45
4985 Methyl-accepting chemotaxis protein 3 45
3312 Methyl-accepting chemotaxis sensor/transducer protein 3 45
3088 Methyl-accepting chemotaxis sensor/transducer protein 2 35
3177 Methyl-accepting chemotaxis sensor/transducer protein 2 29
Regulacién de la quimiotaxis

4687 Chemotaxis response - phosphatase CheZ 4 52
4680 Signal transduction histidine kinase CheA (EC 2.7.3.-) 2 19
4681 Positive regulator of CheA protein activity (CheW) 2 11
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Asociadas al flagelo

587 Flagellin (FliC) 4 64
4274 Flagellin (FliC) 3 28
4296 Flagellar basal body-associated protein FliL 3 24
674 Flagellar P-ring protein Flgl 2 15
4678 Flagellar motor rotation protein MotA 2 12
4290 Flagellar M-ring protein FliF 2 7
4291 Flagellar motor switch protein FliG 2 6
Proteinas con dominios GGDEF

1616 GGDEF domain protein 2 12
5937° diguanylate cyclase/phosphodiesterase (GGDEF y EAL domains) with PAS/PAC sensor(s) 1 4
Otrasenzimas

4819 Serine/threonine protein kinase 4 95
5 Protein RcsF 4 31

®La sefial total corresponde a la sumatoria del nimero de espectros asignados a cada proteina en cada réplica. Se considera una medida de su abundancia relativa
excepcion se incluyd en la tabla una proteina expresada en una unica réplica bioldgica.

Tabla 2. Proteinas asociadas a la envoltura celular, transporte y adhesion, identificadas en la cepa UYSO10 creciendo en co-cultivo con plantas de cafia de azucar.

o =T -
ﬁi:oero Proteina identificada :;e‘:‘;:::s"cas ts::t:\aI! Descripcion®

Proteinas asociadas a la envoltura celular

5809 Major outer membrane lipoprotein Lpp 4 762 Integridad de la ME o EC
4230 Outer membrane protein OmpC 4 746 Proteina de ME

255 Outermembraneprotein A precursor 4 450 Proteina de ME

278 Outer membrane protein OmpF 4 169 Proteina de ME

b
. Como
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1230
3992
25

5778
5300

1417

343
3683
1896
97
3672
372
2431

110

24

4132
295

5174
2860
3911

140
3798
967
5314

Outer membrane beta-barrel assembly protein BamB
Outer membrane protein X precursor
Outer membrane protein assembly factor YaeT (BamA)

Outer membrane lipoprotein pcp precursor
UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase (EC 2.5.1.7)
Outer membrane beta-barrel assembly protein BamC; Lipoprotein-34
precursor

Uncharacterized lipoprotein YbjP
ADP-L-glycero-D-manno-heptose-6-epimerase (EC 5.1.3.20)

Protein involved in stability of MscS mechanosensitive channel
Protein translocase subunit SecA

Protein-export protein SecB (maintains pre-export unfolded state)
D-alanyl-D-alaninecarboxypeptidase (EC 3.4.16.4)

probable membrane protein yjel
UDP-N-acetylmuramoylalanyl-D-glutamate--2,6-diaminopimelate ligase
(EC6.3.2.13)

Outer membrane chaperone Skp (OmpH) precursor y Outer membrane
protein H precursor

Outer-membrane-phospholipid-binding lipoprotein MlaA

Lipid A export permease/ATP-binding protein MsbA

Outer membrane channel TolC (OpmH)

Protein translocase subunit SecD

Tol-Pal system beta propeller repeat protein TolB

Outer membrane protein Imp, required for envelope biogenesis /
Organic solvent tolerance protein precursor

Inner membrane protein translocase component YidC, long form

Outer membrane beta-barrel assembly protein BamD

Lipopolysaccharide ABC transporter, ATP-binding protein LptB

N T T S e N T - T > R S T =

w W W W wwwksbsr b

101
98
91

86
86

80

75
63
62
60
36
35
30

27

26

20
19
110
95
58

52
32
28
23

Establecimiento de
proteinas de ME

Proteina de ME
Establecimiento de
proteinas de ME
Lipoptroteina

Sintesis de peptidoglicano
Establecimiento de
proteinas de ME
Lipoptroteina

Sintesis de LPS

Proteina de ME

Sistema de traslocacién Sec
Sistema de traslocacién Sec
Sintesis de peptidoglicano
Proteina de Ml

Sintesis de peptidoglicano

Establecimiento de
proteinas de ME
Fosfolipidos

Fosfolipidos

Proteina de ME

Sistema de traslocacién Sec
Integridad de la ME o EC

Proteina de Ml
Establecimiento de
proteinas de ME
Transporte de LPS
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3282 D-alanyl-D-alaninecarboxypeptidase (EC 3.4.16.4) 3 23 Sintesis de peptidoglicano
3912 Tol-Pal system peptidoglycan-associated lipoprotein PAL 3 22 Integridad de la ME o EC
5304 Phospholipid ABC transporter substrate-binding protein MlaD 3 21 Fosfolipidos
2859 Preprotein translocase subunit YajC (TC 3.A.5.1.1) 3 20
3283 Septum-associated rare lipoprotein A 3 17 Integridad de la ME o EC
2990 Putative outer membrane protein 3 17 Proteina de ME
5869 Putative outer membrane protein 3 14 Proteina de ME
5777 Anhydro-N-acetylmuramicacidkinase (EC 2.7.1.170) 3 13 Reciclaje de peptidoglicano
5276 Lipoprotein Nlpl 3 11 Lipoptroteina
917 Outer membrane beta-barrel assembly protein BamE 2 16 Establleumlento de
proteinas de ME
4973 Outer membrane lipoprotein LolB 2 13 Lipoptroteina
643 beta-N-acetylglucosaminidase (EC 3.2.1.52) 2 12 Sintesis de peptidoglicano
643 beta-N-acetylglucosaminidase (EC 3.2.1.52) 2 12 Reciclaje de peptidoglicano
. Establecimiento de
5332 Outer membrane stress sensor protease DegQ, serine protease 2 10 proteinas de ME
513 Inner membrane protein YtfL 2 10 Proteina de Ml
3293 LPS-assembly lipoprotein RlpB precursor (Rare lipoprotein B) 2 10 Ensamblaje LPS
N-acetylglucosamine-1-phosphate uridyltransferase (EC 2.7.7.23) / , . . .
3813 Glucosamine-1-phosphate N-acetyltransferase (EC 2.3.1.157) 2 10 Sintesis de peptidoglicano
4746 Paraquat-inducible protein B 2 7 Fosfolipidos
4834 N-acetylmuramic acid 6-phosphate etherase (EC 4.2.1.126) 2 7 Sintesis de peptidoglicano
192 Soluble lytic murein transglycosylase precursor (EC 3.2.1.-) 2 6 Reciclaje de peptidoglicano
Transportadores
5369 Amino acid ABC transporter, periplasmic substrate-binding protein 4 184 De aminodcidos
Yhdw
PTS system, glucose-specific IIC component / PTS system, glucose- .
650 specific IIB component (EC 2.7.1.69) 4 118 De azucares
1647 Nitrate ABC transporter, substrate-binding protein 4 103 De nutrientes
1647 Nitrate ABC transporter, substrate-binding protein 4 103 De fuentesnitrogenadas
4632 PTS system, fructose-specific l|A component / Fructose-specific 4 88 De azucares

152



2928
2928

4630

3926
2146
1389
4161

3662

356
3870
4765

3621

4763
4992
2046
2819

3299

3833
3987

phosphocarrier protein HPr

Ammonium transporter

Ammonium transporter

PTS system, inactive |IB catalytic domain / PTS system, fructose-specific
IIB component (EC 2.7.1.69) / PTS system, fructose-specific 1IC
component

Methionine ABC transporter substrate-binding protein

Putative molybdenum transport ATP-binding protein modF
Oligopeptide ABC transporter, periplasmic oligopeptide-binding protein
OppA (TC3.A.1.5.1)

PTS system, glucose-specific IIA component
Lysine-arginine-ornithine-binding periplasmic protein ArgT (TC
3.A.1.3.1)

PTS system, mannitol-specific 1IC component / PTS system, mannitol-
specific 1B component (EC 2.7.1.69) / PTS system, mannitol-specific ||A
component

Putrescine ABC transporter putrescine-binding protein PotF (TC
3.A.1.11.2)

Ferric uptake regulation protein FUR

PTS system, mannose-specific IIA component / PTS system, mannose-
specific 1B component (EC 2.7.1.69)

Dipeptide-binding ABC transporter, periplasmic substrate-binding
component (TC 3.A.1.5.2)y Dipeptide chemoreceptor

PTS system, mannose-specific 11D component

Nitrate/nitrite transporter NarK

Guanine/hypoxanthine permease GhxP

Ethanolamine permease

Glutamate Aspartate periplasmic binding protein precursor Gltl(TC
3.A.1.3.4)

Kup system potassium uptake protein

Glutamine ABC transporter, permease protein GInP

N

N T N )

w

ww W wWwwww w

85
85

71
47
45
41
40
36

33

28
26
168

61

50
28
27
22

20

18
18

De nutrientes
De fuentesnitrogenadas

De azUcares

De aminoacidos
De nutrientes
De péptidos

De azlUcares

De azlcares

De fuentesnitrogenadas
De nutrientes

De azlcares

De péptidos

De azucares

De nutrientes
De purinas

De aminoacidos

De aminoacidos

De nutrientes
De aminoacidos
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1645 Nitrate ABC transporter, ATP-binding protein 3 17 De nutrientes
5372 Amino acid ABC transporter, ATP-binding protein YhdZ 3 17 De aminodcidos
1645 Nitrate ABC transporter, ATP-binding protein 3 17 De fuentesnitrogenadas
219 Cytosine/purine/uracil/thiamine/allantoin permease family protein 3 14
3486 Branched-chain amino acid transport ATP-binding protein LivF (TC 3 12 De aminodcidos
3.A.1.4.1)
1534 Maltoporin (mgltose/maltodextrm high-affinity receptor, phage lambda 3 9 De aziicares
receptor protein)
5370 Amino acid ABC transporter, permease protein YhdX 2 25 De aminodcidos
1646 Nitrate ABC transporter, permease protein 2 17 De nutrientes
1646 Nitrate ABC transporter, permease protein 2 17 De fuentesnitrogenadas
3494 Branched-chain amino acid ABC transporter, amino acid-binding protein ) 16 De aminoacidos
(TC3.A.1.4.)
4165 Histidine ABC transporter, ATP-binding protein HisP (TC 3.A.1.3.1) 2 15 De aminoacidos
2738 ABC transporter, ATP-binding protein 2 15
2993 Methionine ABC transporter ATP-binding protein 2 13 De aminodcidos
3987 Glutamine ABC transporter, permease protein GInP 2 12 De aminoacidos
1533 Maltoporin (mg/tose/maltodextr/n high-affinity receptor, phage lambda ) 12 De azticares
receptor protein)
3810 Phosphate ABC transporter, periplasmic phosphate-binding protein PstS ) 11 De nutrientes
(TC3.A.1.7.1)
4970 Putative sulfate permease 2 10 De nutrientes
3837 Ribose ABC transport system, periplasmic ribose-binding protein RbsB ) 10 De aziicares
(TC3.A.1.2.1)
Exportadores
Multidrug efflux system AcrAB-TolC, inner-membrane proton/drug
2960 . 4 77
antiporter AcrB (RND type)
Cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcA; Cation efflux system
3270 . 4 69
protein CusA
3269 Cobalt/zinc/cadmium efflux RND transporter, membrane fusion protein, 4 63

CzcB family
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3268 Heavy metal RND efflux outer membrane protein, CzcC family 4 46
3970 ABC-type efflux pump membrane fusion component YbhG 4 30
2961 Multidrug efflux system AcrAB-TolC, membrane fusion component AcrA 4 30
1562 Multidrugresistanceregulator EmrR (MprA) 2 12
3065 Efflux transport system, outer membrane factor (OMF) lipoprotein 2 5

o~ . , . , s e . . . . b
®La sefial total corresponde a la sumatoria del nimero de espectros asignados a cada proteina en cada réplica. Se considera una medida de su abundancia relativa. "ME:
membrana externa, EC: envoltura celular, Ml: membrana interna

Tabla 3. Proteinas asociadas a la adaptacién al estrés, identificadas en la cepa UYSO10 creciendo en co-cultivo con plantas de caia de azucar.

532 (()TO Proteina identificada ::et;:::'cas Sefal total®
Asociadas al estrés

2429 Heat shock protein 60 family chaperone GroEL 4 222
3262 Universal stress protein G 4 27
3788 16 kDa heat shock protein A 3 24
2428 Heat shock protein 60 family co-chaperone GroES 3 19
4759 Cold shock protein of CSP family =>CspC (naming convention as in E. coli) 2 15
1137 Heat shock protein hsl) 2 12
Chaperonas

3990 DNA protection during starvation protein 4 261
173 Chaperone protein DnaK 4 107
561 RNA-binding protein Hfq 4 32
5327 Stringent starvation protein A 4 27
2971 Chaperone protein HtpG 3 46
39 HtrA protease/chaperone protein 3 21
Antioxidantes (vinculadas al estrés oxidativo)

4857 Catalase-peroxidase KatG (EC 1.11.1.21) 4 221
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2854 Alkyl hydroperoxide reductase subunit C-like protein 4 82
2214 Thiol peroxidase, Tpx-type (EC 1.11.1.15) 4 57
1875 Folate-dependent protein for Fe/S cluster synthesis/repair in oxidative stress 4 28
3260 Alkyl hydroperoxide reductase protein C (EC 1.11.1.15) 3 37
5881 Catalase KatE (EC 1.11.1.6) / Glutamine amidotransferase-like domain 2 19
315 Thioredoxin reductase (EC 1.8.1.9) 2 11
5792 Superoxide dismutase [Fe] (EC 1.15.1.1) 2 8
Estrésosmaético

706 Glucans biosynthesis protein G precursor 4 75
705 Glucansbiosynthesisglucosyltransferase H (EC 2.4.1.-) 4 46
3446 Two-component system response regulator OmpR 4 42
5882 Osmotically-inducible lipoprotein E. OsmE 4 30
5506 Malto-oligosyltrehalose synthase (EC 5.4.99.15) 2 15
4674 Alpha, alpha-trehalose-phosphate synthase [UDP-forming] (EC 2.4.1.15) 2 9

®La sefial total corresponde a la sumatoria del nimero de espectros asignados a cada proteina en cada réplica. Se considera una medida de su abundancia relativa.

Tabla 4. Proteinas asociadas al metabolismo del C y energético identificadas en la cepa UYSO10 creciendo en co-cultivo con plantas de cafia de azucar.

o 1 o
3$2 g;o Proteina identificada :;e(izr:::shcas f:::lg
Enzimas de las vias: glucolisis, gluconeogenesis y ciclo de Krebs

5808 Pyruvate kinase (EC 2.7.1.40) 4 186
1897 Fructose-bisphosphate aldolase class Il (EC 4.1.2.13) 4 175
4717 Pyruvate kinase (EC 2.7.1.40) 4 169
2329 6-phosphofructokinase (EC 2.7.1.11) 4 117
3675 2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase (EC 5.4.2.12) 4 93
2618 Isocitrate dehydrogenase [NADP] (EC 1.1.1.42) 4 92
1156 NAD-dependent glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (EC 1.2.1.12) 4 76
2185 Aconitate hydratase (EC 4.2.1.3)y 2-methylisocitrate dehydratase (EC 4.2.1.99) 4 70
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Dihydrolipoamide dehydrogenase of pyruvate dehydrogenase complex (EC 1.8.1.4) y

7 Dihydrolipoamide dehydrogenase (EC 1.8.1.4) 4 65
3898 Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] beta chain (EC 6.2.1.5) 4 65
3889 Citrate synthase (si) (EC 2.3.3.1) 4 56
2324 Triosephosphate isomerase (EC 5.3.1.1) 4 51
3921 Phosphoglycerate mutase (EC 5.4.2.11) 4 43
2029 Protease VII(Omptin) precursor (EC 3.4.23.49) 4 26
79 Pyruvatedehydrogenase E1 component (EC 1.2.4.1) 3 245
2443 Fumarate reductase flavoprotein subunit (EC 1.3.5.4) 3 71
78 Dihydrolipoamide acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex (EC 2.3.1.12) 3 59
2114 Glucose-6-phosphate isomerase (EC 5.3.1.9) 3 52
3875 Phosphoglucomutase (EC 5.4.2.2) 3 25
1214 Aconitate hydratase 2 (EC 4.2.1.3) 3 24
5748 Fumarate hydratase class | (EC 4.2.1.2) 3 11
4828 Fumarate hydratase class |, anaerobic (EC 4.2.1.2) 2 27
3895 2-oxoglutaratedehydrogenase E1 component (EC 1.2.4.2) 2 22
3892 Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit (EC 1.3.5.1) 2 19
4239 Malate:quinone oxidoreductase (EC 1.1.5.4) 2 10
Metabolizacion de fuentescarbonadas

4497 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating (EC 1.1.1.44) 4 259
4971 Ribose-phosphate pyrophosphokinase (EC 2.7.6.1) 4 124
4631 1-phosphofructokinase (EC 2.7.1.56) 4 123
4720 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase (EC 1.1.1.49) 4 121
650 PTS system, glucose-specific IIC component / PTS system, glucose-specific IIB component (EC 2.7.1.69) 4 118
115 Fructose repressor FruR, Lacl family 4 85
1532 Fructokinase (EC 2.7.1.4) 4 82

PTS system, inactive |IB catalytic domain / PTS system, fructose-specific |IB component (EC 2.7.1.69) /
4630 e 4 71
PTS system, fructose-specific 1IC component
2138 UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase (EC 2.7.7.9) 4 38
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4089 Glucokinase (EC 2.7.1.2) 4 37
3865 PTS system, N-acetylglucosamine-specific 1IC component / PTS system, N-acetylglucosamine-specific A 34
I1B component (EC 2.7.1.69) / PTS system, N-acetylglucosamine-specific I|IA component
3662 PTS system, mannitol-specific 1IC component / PTS system, mannitol-specific 11B component (EC 4 33
2.7.1.69) / PTS system, mannitol-specific |A component

4559 Fructose-bisphosphate aldolase class | (EC 4.1.2.13) 3 239
68 Glucose dehydrogenase, PQQ-dependent (EC 1.1.5.2) 3 22
3940 6-phosphogluconolactonase (EC 3.1.1.31) 3 19
1404 Transketolase (EC 2.2.1.1) 2 59
1901 Transketolase (EC 2.2.1.1) 2 35
500 Fructose-1,6-bisphosphatase, type | (EC 3.1.3.11) 2 15
5749 Mannose-6-phosphate isomerase (EC 5.3.1.8) 2 13
Transporte de electrons

3903 Cytochrome d ubiquinol oxidase subunit | (EC 1.10.3.-) 4 154
3822 ATP synthase FO sector subunit b (EC 3.6.3.14) 4 91
4193 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain F (EC 1.6.5.3) 4 72
2302 Glycerol dehydrogenase (EC 1.1.1.6) 4 64
4189 NADH ubiquinone oxidoreductase chain A (EC 1.6.5.3) 4 53
4995 Respiratory nitrate reductase delta chain (EC 1.7.99.4) 4 50
4190 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain B (EC 1.6.5.3) 4 40
3904 Cytochrome d ubiquinol oxidase subunit Il (EC 1.10.3.-) 3 21
2087 Quinone oxidoreductase (EC 1.6.5.5) 3 19
1254 Inositol-1-monophosphatase (EC 3.1.3.25) 3 17
4996 Respiratory nitrate reductase gagmma chain (EC 1.7.99.4) 2 14

°La sefial total corresponde a la sumatoria del nimero de espectros asignados a cada proteina en cada réplica. Se considera una medida de su abundancia relativa.
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Tabla 5. Proteinas asociadas al metabolismo del N identificadas en la cepa UYSO10 creciendo en co-cultivo con plantas de cafia de azucar.

Gen en UYSO10 Proteina identificada n® de réplicas Sena!
presentes total
Proteinas regluadoras del metabolismo del N
2276 Nitrogen regulation protein NtrC 4 78
2927 Nitrogen regulatory protein P-ll, GInK 4 57
35 [Protein-PIl] uridylyltransferase (EC 2.7.7.59) / [Protein-PII]-UMP uridylyl-removing enzyme 3 32
2275 Nitrogen regulation protein NtrB (EC 2.7.13.3) 3 17
Fijacidonbioldgica del N
5485 Nitrogenase (molybdenum-iron) beta chain (EC 1.18.6.1). NifK 4 580
5488 Pyruvate-flavodoxin oxidoreductase (EC 1.2.7.-) 4 376
5486 Nitrogenase (molybdenum-iron) alpha chain (EC 1.18.6.1). NifD 4 369
5487 Nitrogenase (molybdenume-iron) reductase and maturation protein NifH 4 143
3958 Molybdenum cofactor biosynthesis protein MoaB 4 98
5472 Nitrogen fixation negative regulator NifL 4 60
3959 Cyclic pyranopterin monophosphate synthase accessory protein 4 28
1427 Formatehydrogenlyase subunit 5 3 30
5479 Iron-sulfur cluster assembly scaffold protein NifU 3 25
5473 Flavodoxin 1 3 24
5482 Nitrogenase FeMo-cofactor scaffold and assembly protein NifE 3 12
Asimilaciéon de amonio
4993 Respiratory nitrate reductase alpha chain (EC 1.7.99.4) 4 684
2274 Glutamine synthetase type | (EC 6.3.1.2) 4 408
1644 Nitrite reductase [NAD(P)H] large subunit (EC 1.7.1.4) 4 402
5324 Glutamate synthase [NADPH] large chain (EC 1.4.1.13) 4 374
3423 Nitrite reductase [NAD(P)H] large subunit (EC 1.7.1.4) 4 374
4994 Respiratory nitrate reductase beta chain (EC 1.7.99.4) 4 203
5325 Glutamate synthase [NADPH] small chain (EC 1.4.1.13) 4 114
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1643 Assimilatory nitrate reductase large subunit (EC 1.7.99.4) 4 102
4995 Respiratory nitrate reductase delta chain (EC 1.7.99.4) 4 50
3424 Nitrite reductase [NAD(P)H] small subunit (EC 1.7.1.4) 3 28
5735 Fumarate and nitrate reduction regulatory protein 2 7

°La sefial total corresponde a la sumatoria del nimero de espectros asignados a cada proteina en cada réplica. Se considera una medida de su abundancia relativa.

Tabla 6. Proteinas asociadas a la promocién del crecimiento vegetal identificadas en la cepa UYSO10 creciendo en co-cultivo con plantas de cafa de azucar.

Gen en . - n2 de réplicas  Sefial
UYSO10 Proteina identificada present:s total’
5094 Acetolactate synthase, catabolic (EC 2.2.1.6). Als_c 4 458
5093 2,3-butanediol dehydrogenase, S-alcohol forming, (R)-acetoin-specific (EC 1.1.1.4) / Acetoin (diacetyl) 4 150
reductase (EC 1.1.1.304). BDH

4884 2,3-butanediol dehydrogenase, S-alcohol forming, (S)-acetoin-specific (EC 1.1.1.76). BDH 4 148
116 Acetolactate synthase small subunit (EC 2.2.1.6). Als_s 4 64
5095 Alpha-acetolactate decarboxylase (EC 4.1.1.5). AldC 4 57
117 Acetolactate synthase large subunit (EC 2.2.1.6). Als_g 4 38

®La sefial total corresponde a la sumatoria del nimero de espectros asignados a cada proteina en cada réplica. Se considera una medida de su abundancia relativa.
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Tabla 7. Proteinas asociadas a otras caracteristicas bacterianas involucradas en la interaccion con la planta en la cepa UYSO10 creciendo en co-cultivo con plantas de cafia

de azucar.
Gen en .. e n2 de réplicas  Seiial
UYSO10 Proteina identificada present:s total®
Sistema de secrecion tipo VI
4800 IcmF-related protein 4 85
4804 Uncharacterized protein ImpC 4 70
971 ClpB protein 4 53
4818 ClpB protein 4 43
3566 VgrG protein 3 30
4799 Outer membrane protein ImpK/VasF, OmpA/MotB domain 3 24
4802 Uncharacterized protein ImpA 3 20
4810 Uncharacterized protein Impl/VasC 3 17
4797 Uncharacterized protein Impl/VasE 2 7
Enzimas degradadoras de polimeros vegetales
3941 Pectinesterase (EC 3.1.1.11) 4 49
1045 Lipase 2 11
5523 COG1649 predicted glycoside hydrolase 2 6

®La sefial total corresponde a la sumatoria del nimero de espectros asignados a cada proteina en cada réplica. Se considera una medida de su abundancia relativa.

Tabla 8. Proteinas hipotéticas o sin caracterizar identificadas en la cepa UYSO10 creciendo en co-cultivo con plantas de cafia de azucar.

Genen .. g n? de réplicas Seiial
UYSO10 Proteina identificada presentes total®
498 FIG00731333: hypothetical protein 4 93
1103 COGs COG3558 4 45
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1328
3087
37
2363
824
4079
4181
1005
4786
5932
4135
4812
3634
2342
1982
5236
5825
2891
591
2799
3513
2740
4331
4930

Uncharacterized protein EC-HemY in Proteobacteria (unrelatedto HemY-type PPO in GramPositives)

domain of unknown function DUF1745
UPF0325 protein YaeH

Hypothetical protein

Hypothetical protein

Uncharacterized protein yfeC

UPF0304 protein yfbU

Uncharacterized protein YjiM

FIG004684: SpoVR-like protein
Uncharacterized protein Pfl_4311
UPF0381 protein YfcZ

FIG00634680: hypothetical protein
Uncharacterized protein YiaF
Hypothetical protein

Uncharacterized protein YjcZ
Uncharacterized membrane protein YqjD
Uncharacterized protein YdiJ
Uncharacterized oxidoreductase, YajO family
Hypothetical protein

Protein containing domains DUF404,DUF407
FIG00921676: hypothetical protein
FIG01201095: hypothetical protein
Hypothetical protein

Hypothetical protein

42
41
39
34
33
27
25
24
23
23
22
25
19
14
12
23
19
18
17
11
10
10
7

7

°La sefial total corresponde a la sumatoria del nimero de espectros asignados a cada proteina en cada réplica. Se considera una medida de su abundancia relativa.
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ANEXO C- PUBLICACIONES REALIZADAS A
PARTIR DE ESTA TESIS

Taulé C, Castillo A, Villar S, Olivares F y Battistoni F. Endophytic colonization of
sugarcane (Saccharum officinarum) by the novel diazotrophs Shinella sp. UYS024 and
Enterobacter sp. UYSO10. Plant and Soil403, 403-418(2016).

Taulé C, Luizzi H, Beracochea M, Mareque C, Platero R y BattistoniF. Biological nitrogen
fixation is involved in the plant growth promotion of sugarcane plants by the
endophyte Kosakonia sp. UYSO10. Enviado para su evaluacion a la revista Annals of
Microbiology.
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