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Resumen

Los rizobios son bacterias del suelo pertenecientes a las subdivisiones alfa y beta de
proteobacterias, las cuales se caracterizan por asociaciarse simbidticamente con plantas
de la familia Fabaceae. Esta asociacion requiere un complejo dialogo molecular entre los
simbiontes, el cual implica mecanismos de sefalizacion y mutuo reconocimiento,
culminando con la formacion de nédulos en las raices de las plantas, donde las bacterias
llevaran a cabo la fijacion biolégica del nitrogeno. Este dialogo ocurre en la rizosfera,
donde la planta, a través de sus raices libera una gran diversidad de moléculas entre las
que se encuentran carbohidratos, acidos organicos y compuestos aromaticos. En dicho
contexto, los flavonoides como la luteolina son moléculas clave durante los primeros
pasos de la simbiosis rizobio-leguminosa, las cuales al ser secretadas por la planta son
capaces de inducir la transcripcion de los genes nod bacterianos, responsables de la
sintesis y secrecidon de moléculas lipo-quito-oligosacaridos (LCOs) claves para el
reconocimiento de la planta huésped. Actualmente, el conocimiento acerca de este
proceso proviene mayoritariamente de modelos de estudios, donde se utilizan los alfa-
rizobios, desconociéndose en gran medida lo que ocurre durante la interaccion entre
beta-rizobios y sus leguminosas hospederas. En este trabajo se utiliz6 como modelo de
estudio un beta-rizobio, Cupriavidus necator UYPR2.512 y su par simbionte, Mimosa
pudica. Primeramente, con el objetivo de conocer las respuestas moleculares de
UYPR2.512 en los primeros pasos de la interaccion simbidtica, se utilizé la luteolina como
inductor de los genes nod. Con este fin, se decidio (i) re-secuenciar y mejorar la anotacion
del genoma de UYPR2.512, (ii) estudiar el efecto de la luteolina en la expresion de los
genes nod bacterianos, (iii) describir las capacidades de interaccionar con el hospedero
de UYPR2.512 a nivel gendmico, (iv) estudiar la respuesta de la bacteria a la presencia
de luteolina, utilizando como herramienta el RNA-Seq y (v) caracterizar las moléculas
involucradas en la sefalizacidn de la interaccidén simbidtica, mediante una aproximacion
metabolémica.

La secuenciacion de UYPR2.512 mostro la existencia de un genoma compuesto de

9,8Mb, incluyendo 4 replicones circulares: dos cromosomas y dos plasmidos mayores a
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300 Kb, uno de ellos conteniendo los genes simbidticos nod, nif y fix. Ademas, se
identificaron genes implicados en la interaccion con el hospedero (genes simbidticos,
genes relacionados con sistemas de secrecion, degradacion de compuestos aromaticos,
homeostasis de metales, entre otros).

Por otro lado, se evaluo la respuesta de los genes nod bacterianos a la presencia de
luteolina en UYPR2.512 portando el plasmido pCBMO01 (pnodB1gs2s-acz), indicando que
la luteolina es una molécula sefal fuerte y altamente especifica en este beta-rizobio.
Mediante el RNA-Seq se observo un total de 145 genes expresados diferencialmente,
con un numero similar de genes sub-expresados y sobre-expresados, y una distribucion
particular entre los replicones. La mayoria de los genes sub-expresados se asignaron al
cromosoma principal (chr1), mientras que los genes sobre-expresados se distribuyeron
entre el resto de las moléculas (chr2, pCne512e o pSym, pCne512b). Los genes sobre-
expresados incluyeron el operén nod, y genes implicados en la biosintesis de
exopolisacaridos y flagelos, asi como también genes implicados en el metabolismo del
cobre y otros metales. Entre los genes reprimidos se identificaron genes implicados en
el metabolismo global del nitrégeno y del carbono. Estos resultados obtenidos sugieren
que, en respuesta a la luteolina, UYPR2.512 no solo produce NFs, sino que también es
capaz de remodelar su superficie y alterar su metabolismo con el fin de prepararse para
la préxima interaccidén simbidtica con la planta huésped.

Mediante varias técnicas de metabolomica no dirigida se intentd caracterizar las
moléculas presentes en exudados radiculares de plantulas de Mimosa pudica. A partir
de LC-ESI-MS/MS en exudados radiculares de plantulas de Mimosa pudica, se lograron
detectaron 13 compuestos presentes unicamente en presencia del simbionte bacteriano,
indicando la especificidad de dicha interaccion. En esta linea, debido a que estos
compuestos no fueron encontrados en las bases de datos disponibles hasta el momento,
y sumado a la poca informacién sobre este modelo, se sugiere que estas moléculas
expresadas diferencialmente podran ser compuestos potencialmente desconocidos.

Se comprobd que otros flavonoides como crisina, apigenina, acido cumarico y la
miricetina, ademas de la luteolina, pueden activar los genes nod en UYPR2.512, lo que
confirma su papel como sehales importantes en los primeros pasos de la interaccidon con

sus hospederos. Aunque no se encontraron flavonoides especificos en los exudados de
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la planta Mimosa pudica, se identificaron otras moléculas que podrian estar involucradas
en la interaccion, como aminoacidos, acidos aromaticos, carboxilatos y polialcoholes. La
variaciéon en la composicion quimica de los exudados radiculares de la planta en
respuesta a la presencia de UYPR2.512 refleja la complejidad de esta interaccién. El uso
combinado de las ciencias Omicas diversas, como la gendmica, transcriptomica vy
metabolémica, nos permitio proponer un modelo de simbiosis entre los beta-rizobios y
las leguminosas, confirmando la especificidad molecular de esta relacion y abriendo
nuevas perspectivas en la comprension de las simbiosis entre microorganismos y

plantas.
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INTRODUCCION

1 El nitrégeno y su importancia biolégica

El nitrégeno es un componente esencial de la mayoria de las biomoléculas, siendo un
elemento principal para la sintesis de acidos nucleicos (ADN, ARN), aminoacidos,
fosfolipidos, vitaminas, nucleétidos trifosfato (ATP, GTP, CTP, UTP) y otros compuestos
organicos nitrogenados [1]. Ademas, es uno de los componentes de la clorofila, pigmento
mportante en la fotosintesis [2].

Si bien el nitrégeno es uno de los elementos mas abundante en nuestro planeta, se
encuentra mayoritariamente presente en la atmosfera como dinitrogeno molecular (N2),
un gas muy poco biodisponible para los organismos, debido a la incapacidad de la
mayoria de éstos de romper el triple enlace de la molécula de dinitrogeno [3].

En el caso de las plantas, solo las formas reactivas de nitrégeno como ser la oxidada
(por ejemplo, NOx) o reducida (por ejemplo, NH3 o aminas), pueden ser asimiladas y
utilizadas como fuente de nitrégeno [4], [5].

Las relaciones entre los estados de oxidacion del nitrdgeno, que en conjunto conforman
el ciclo del N, son consecuencia de la actividad metabdlica de microorganismos, plantas
y animales. Ademas de la actividad biolégica, también hay factores abioticos que influyen
en el ciclo del nitrégeno. Los rayos césmicos también participan en el ciclo del nitrégeno,
facilitando la formacion de formas oxidadas de N. Los 6xidos de nitrégeno generados, ya
sea por procesos bidticos como abidticos se combinan con la humedad atmosférica para
producir acido nitrico (HNO3), que puede precipitar como lluvia acida y transportar
compuestos de nitrégeno hacia el suelo. En el suelo, las plantas pueden absorber estos

compuestos de nitrégeno y utilizarlos para su crecimiento y desarrollo (Fig. 1).
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Figura 1. llustracion del Ciclo del nitrégeno de un ecosistema terrestre.
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Los principales procesos involucrados en el ciclo del nitrégeno incluyen: la fijacion bioldgica del nitrégeno,
la amonificacion (N2 a NHs*), la nitrificacion (NH4s" a NO2 y/o a NOs’), la absorcién/asimilacion
(incorporacion de NOs o NHs a las plantas) y la desnitrificacion (NOs™ a N2). En el ciclo del nitrégeno
intervienen reacciones quimicas redox que involucran diferentes estados redox del nitrégeno, las cuales
son llevados a cabo por animales, plantas y microorganismos, que permiten mantener un equilibrio del

ecosistema terrestre. Tomada y modificada de [6].

Particularmente en el suelo, el N se encuentra como inorganico (nitrdgeno mineral, ~ 2%)
y organico (~ 98%). Las formas inorganicas incluyen amoniaco (NHs), amonio (NH4"),
nitrito (NO2") y nitrato (NO3"), mientras que las formas organicas se encuentran en la
materia organica viva (biota del suelo y restos frescos de animales y plantas) y materia
organica no viva, incluida compuestos humificados y no humificados.

EINOs y el NH4* son las principales formas inorganicas de nitrégeno absorbido/asimilado
por las plantas. EI NHs* producido a partir de los restos de seres vivos puede ser
absorbido por las plantas, transformarse en NO3", mediante el proceso de nitrificacion, o
perderse como NH3 por volatilizacion. Parte del NOs™ es reducido a NH4* mediante la
amonificacion y en condiciones limitantes de O2, el NO3z puede ser respirado por algunos
microorganismos. La respiracion de NOsz™ tiene como consecuencia la pérdida de
nitrégeno de los ecosistemas (desnitrificacion). Las pérdidas de nitrégeno mediante la

erosion del suelo, la desnitrificacion, la lixiviacion, la volatilizacion quimica y, quizas lo
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mas importante, la eliminacion de los residuos de cultivos que contienen nitrégeno afecta

negativamente la salud del suelo y el medio ambiente [7].

El nitrogeno suele ser limitante en los suelos de cultivo, afectando su crecimiento y
productividad. Esto ha llevado a la utilizacion de fertilizantes en la produccion agricola
[8].

Por lo tanto, la utilizacion de fertilizantes nitrogenados conlleva problemas ambientales y
econdmicos, contaminando las aguas y las capas freaticas, generando gastos derivados
del uso de compuestos organicos no renovables como el petroleo para la produccion de
fertilizantes [9].

Contrariamente al procesp oxidativo, el principal mecanismo de ingreso de nitrégeno a
los ecosistemas ocurre por un proceso reductivo, denominado fijacion biolégica de
nitrogeno (FBN), el cual es realizado exclusivamente por microorganismos procariotas
[10].

1.1 Fijacion biolégica del nitrégeno

La FBN es un proceso natural de transformacion del nitrogeno atmosférico (N2) en una
forma simple soluble no téxica (NH4") y es realizado por un grupo reducido de
procariotas, pertenecientes a los dominios Arquea y Bacteria denominados diazotrofos
(diazo = N, trofos = comida).

En el dominio bacteria, la habilidad de fijar nitrogeno, se distribuyen en 6 phyla; Chlorobi
(bacterias verdes del azufre), Cyanobacteria, Firmicutes (Gram positivas de bajo
contenido de G+C), Actinobacteria (Gram positivas con alto contenido de G+C),
Spirochaetes y Proteobacterias, siendo esta ultima la division bacteriana con mas
abundancia en diazotrofos, y a la que pertenecen los rizobios [11]. Los diazo6trofos
presentan metabolismos muy diversos, incluyendo bacterias heterétrofas aerobias,
anaerobias y anaerobias facultativas, bacterias quimioautétrofas y microorganismos
fotosintéticos.

En las tierras cultivadas, la FBN aporta un 60% del N fijado, mientras que un 30% se
debe a procesos industriales de Haber-Bosch y un 10% proviene de procesos

atmosféricos no biologicos [12].
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La FBN no requiere combustibles fosiles, el nitrogeno fijado es menos susceptible a la
desnitrificacion, lixiviacion y volatilizacion, con respecto al agregado a los suelos en forma
de fertilizantes de sintesis quimica, debido a que es directamente metabolizado por las
plantas [13]. Esto hace que surja gran interés de optimizar la FBN para producir alimentos

en forma sustentable.

1.1.1 Complejo enzimatico nitrogenasa

La FBN es catalizada por el complejo enzimatico nitrogenasa. Este complejo esta
formado por dos componentes: el componente | (dinitrogenasa o proteina Fe-Mo, hierro
molibdeno) y por el componente Il (dinitrogenasa reductasa o proteina Fe). Si bien todos
los diazétrofos poseen la dinitrogenasa clasica, que posee ambos componentes, existen
algunos microorganismos que poseen ademas una o dos nitrogenasas alternativas,
donde el Mo del sitio catalitico es sustituido por vanadio o hierro (Fe-V o Fe-Fe
nitrogenasas) [4].

De las diferente dinitrogenasas reportadas, la Fe-Mo-nitrogenasa de Azotobacter
vinelandii es la mejor caracterizada [14]. En este modelo, en el componente | se
encuentra el sitio de unién al nitrégeno y es donde ocurre la reduccion de N2 a NH4",
mientras que el componente Il cede electrones al componente |, en una reaccion
acoplada a la hidrdlisis de Mg-ATP (Fig. 2). Dado que para la reduccion de una molécula
de N2 a NH3z son necesarios 8 equivalentes de reduccion, la reaccion consume en
condiciones optimas, un minimo de 16 moléculas de Mg-ATP por cada molécula de N2
fijada.

El componente |, consta de cuatro heterodimeros af3. Cada dimero af3 tiene asociado un
cofactor molibdeno-hierro (FeMo-co), el cual provee el sitio activo de la nitrogenasa para
la union y reduccion del sustrato, y un grupo de hierro o denominado cluster P,
involucrado en la transferencia de electrones desde el componente Il al componente |.
El cluster P consiste en dos clusteres [Fes- Sa], que comparten un atomo de S, formando
una estructura simétrica con respecto a éste. El FeMo-co consiste en una estructura
elongada que contiene siete atomos de Fe, un atomo de Mo, y nueve de S. EI
componente Il (también llamado nitrogenasa reductasa) de la nitrogenasa consta de dos
subunidades idénticas que coordinan un unico cluster [Fes-S4] y un sitio de uniéon a ATP
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en cada subunidad. Esta proteina actua como una reductasa dependiente de ATP, que
obtiene electrones desde una ferredoxina o flavodoxina reducida y los transfiere al
componente |, en un proceso que consume dos moléculas de ATP por cada electron

transferido.

Componente lI Componente |
16ATP-Mg N,
| /
Fe-proteina Fe-Mo

Federroxina oxidada reducido
reducida |
Fedrroxina

oxidada

Fe-proteina Fe-Mo
reducida oxidado
16ADP + 16Pi 2NH; + Hy

Figura 2. llustracién del complejo enzimatico de la nitrogenasa.

El complejo enzimatico esta formado por el componente Il o la Fe proteina y por el componente | o Fe-Mo
proteina. El flujo de electrones comienza desde el agente reductor (por ejemplo, federroxina o flavodoxina)
hacia el componente Il y luego al componente |. La unién e hidrélisis del ATP al componente Il son

necesarias para la reduccion del N2 por el componente |. Tomada y modificada de [6].

Los dos componentes estan codificados por el gen nifJ (codifica para los transportadores
de electrones), los genes nifD y nifK que codifican para las cadenas que componen la
Fe-Mo dinitrogenasa y el gen nifH que codifica para la nitrogenasa reductasa o Fe
proteina Fe [1], [15].

Ademas, para el completo ensamblaje del complejo de la nitrogenasa se requieren los
productos de otros genes nif, involucrados en la sintesis del FeMo-co que incluye los
genes nifB, nifQ, nifE, nifN, nifX, nifU, nifS, nifV'y nifY, nifS 'y nifU para el ensamblaje de
grupos FesSs y nifW'y nifZ para la maduracion de los componentes de la nitrogenasa
[15].

22



A su vez estan presentes los genes fix, los cuales tienen un rol importante en la
regulacion de la FBN. Los genes fixGHIS, codifican para un complejo enzimatico reductor
de electrones y que a su vez ayuda a mantener la estabilidad de la nitrogenasa, fixNOQP
codifican una citocromo oxidasa terminal del tipo Cbb3, la cual tiene alta afinidad por el
oxigeno y permite que se mantenga baja la concentracién de 02, lo cual es necesario para
la actividad de la nitrogenasa. Los genes fixL, fixJ, fixK, codifican para proteinas
reguladoras, las cuales ademas de regular la expresion de nifA (regulador global de la
FBN), regulan la actividad de otros genes fix. La proteina sensora de oxigeno FixL, es
capaz de autofosforilarse y transferir el fosfato a FixJ, regulando la expresion de los
genes nifA y fixK, cuyos productos estan implicados a su vez en la induccion de la
expresion de los genes nify fix [16].

1.1.2 Regulacion de la fijacion biolégica del nitrogeno

La nitrogenasa se inactiva en un ambiente aerobico, ya que la enzima es
extremadamente sensible al oxigeno [17]. Los microorganismos fijadores de nitrogeno
han desarrollado varias estrategias para evitar el efecto inhibitorio o téxico del oxigeno.
Por ejemplo, muchas bacterias diazotroéficas fijan N2 solo en condiciones anaerdbicas o
microaerobicas. En los quimibtrofos y fototrofos aerdbicos que necesitan acceder al
oxigeno o producirlo como parte de su metabolismo, estas bacterias logran un buen
compromiso entre la eficiencia del uso de oxigeno como aceptor de electrones y la

inactivacion de la nitrogenasa [17], [18].

Con el fin de adaptar el proceso de FBN a los requerimientos fisioldgicos, las bacterias
diazotrofas han desarrollado varios mecanismos de sensado de sefiales ambientales,
tales como la disponibilidad de Nz (principalmente NH4* y glutamina) o a la presencia de
O2, como se comentd anteriormente. La regulacion de la FBN ocurre mayoritariamente
por medio de la regulacion transcripcional y en algunos casos postransduccional, de la
nitrogenasa, la cual puede inactivarse de forma irreversible [19].

La proteina NifA es el principal regulador global de la fijacion de nitrégeno y es un
activador de la transcripcion de los genes nifHDKE en la mayoria de los organismos
diazotroficos [20]. Los mecanismos de regulacion de NifA se relacionan principalmente
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con la disponibilidad de oxigeno y de amonio en el ambiente, siendo Azotobacter
vinelandii, uno de los modelos mas estudiados. Cuando los niveles de oxigeno son altos,
NifL se une a NifA e inhibe su actividad, previniendo asi la transcripcion de los genes de
la FBN. Cuando los niveles de oxigeno disminuyen, NifL ya no se une a NifA, lo que
permite que NifA se active y promueva la transcripcion de los genes necesarios para la
FBN. En condiciones de exceso de nitrégeno, el metabolismo de este resulta en bajas
concentraciones de 2-oxoglutarato (2-OG) y altas concentraciones de la proteina GInK,
que responde a la glutamina. Mediante la formacidén de un complejo GInk, NifA y NifL, se
suprime la actividad de NifA, lo que conlleva a la inactivacion de la expresion de la
nitrogenasa. Cuando el nitrégeno es limitado, el metabolismo del nitrdgeno se ve
afectado, provocando la acumulacion de 2-OG y el consumo excesivo de GInK. Esto
hace que se interrumpa la formacidn del complejo ternario y se active NifA. La proteina
NifA en su forma activa promueve la expresion de la nitrogenasa [21].

1.2 Los rizobios

La palabra rizobio deriva del griego “rizo” (raiz) y “bios” (vida) y es un nombre genérico
adjudicado a ciertas bacterias, conocidas por su capacidad de asociarse simbidticamente
con plantas pertenecientes a la familia Fabaceas (también denominada Leguminosae) y
y excepcionalmente, con ciertas especies no-leguminosas del género Parasponia [22].
En esta interaccion, la planta hospedera obtiene nutrientes nitrogenados de los rizobios,
brindandole a la bacteria un ambiente favorable para fijar nitrogeno. Esta simbiosis
permite a las plantas leguminosas crecer sin fertilizantes nitrogenados y sin empobrecer
los suelos.

En las raices de las plantas (y excepcionalmente en los tallos de algunas leguminosas)
los rizobios inducen la formacion de 6rganos especializados denominados nodulos,
donde llevaran a cabo la FBN. Ademas de establecer asociaciones simbidticas con
leguminosas, los rizobios son microorganismos saproéfitos que habitan en el suelo,
condicion denominada "vida libre". Suelen localizarse en la superficie de las raices
(rizoplano), en el suelo que rodea inmediatamente la raiz (rizésfera) y en menor cantidad

en suelos no rizosféricos.
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A pesar de que tanto los rizobios como las plantas leguminosas son filogenéticamente
diversas, ninguna cepa bacteriana es capaz de asociarse simbidticamente con todas las
especies de leguminosas y viceversa. Contrariamente, el establecimiento de la simbiosis
rizobio-leguminosa es un proceso altamente especifico, y en general cada rizobio es
capaz de entablar relaciones simbidticas con una o unas pocas especies vegetales. Si
bien existen rizobios con un amplio rango de hospederos, como por ejemplo
Sinorhizobium fredii NGR234 capaz de nodular 112 géneros de leguminosas, estos son

la excepcion y no la regla [23].

Algunas leguminosas como Glycine max (soja) y Phaseolus vulgaris (poroto) pueden ser
noduladas por mas de una especie de rizobios [24]. El establecimiento de esta
interaccidn no siempre se traduce en una simbiosis efectiva que beneficie a la planta, ya
que una sola planta puede ser colonizada por multiples bacterias que difieren en la
efectividad de la fijacion de nitrégeno [25]. De hecho, diferentes cepas de la misma
especie de rizobios pueden diferir en su efectividad [26], incluso en asociacion con la
misma especie de leguminosa hospedera [27]. En consecuencia la eficiencia de fijacion
de nitrégeno difiere significativamente entre diferentes combinaciones de plantas y
bacterias [28].

Si bien se consideran rizobios aquellas bacterias capaces de establecer asociaciones
simbidticas con las plantas, resulta comun que los rizobios se relacionen
filogenéticamente con bacterias no simbioticas en diferentes niveles taxonémicos. Por
ejemplo, un grupo de bacterias no simbioticas del género Rhizobium aisladas de la
endosfera de la raiz del maiz [29], y bacterias del Neorhizobium provenientes de un suelo
agricola de tierras secas [30], presentan alta similitud con especies simbidticas de dichos
géneros. De la misma forma el género Cupriavidus incluye cepas fijadoras de nitrégeno
ubicadas filogenéticamente cerca de otras no fijadoras, reflejando que la capacidad de
ser rizobio se adquirié en diferentes momentos durante la evolucion [31].

En la actualidad, el phylum Proteobacteria es la divisidn mas grande y diversa dentro del
dominio Bacteria. Mediante la utilizacién de estudios filogenéticos utilizando un marcador
molecular como es el gen 16S del ARN ribosomal, las Proteobacterias se agrupan en 5
linajes designados como subdivisiones a, 3, v, 9, €. Particularmente, los rizobios no son

un grupo filogenéticamente discreto, y se encuentran mayoritariamente distribuidos en
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las subclases de las a-proteobacteria (a-rizobios) y B-proteobacteria (B-rizobios). El
reporte de que la y-proteobacteria Pseudomona sp. forma nodulos fijadores en Robinia

pseudoacacia, no ha sido confirmado [24].

Las bacterias perteneciente a los a- y B-rizobios, se distribuyen en alrededor de 180
especies incluidas en 20 géneros bacterianos [32] (Tabla 1). Los a-rizobios son el grupo
que ha sido mejor caracterizado, con una amplia distribucion geografica y mayor numero
de plantas hospederas, en comparacién con los [3-rizobios, los cuales fueron descritos

posteriormente y tienen aparentemente una distribucion mas restringida.

Tabla 1. Agrupamiento taxonémico de rizobios simbidticos y no simbidticos relacionados
filogenéticamente, pertenecientes a las subclases de a- y B-proteobacterias.

Se incluyen el Orden, Familia, Género y algunos ejemplos de sus plantas hospederas. Tomado y adaptado

de [32].

Clase Orden Familia Género Planta hospedera
(representantes)
Alphaproteobacteria  Hyphomicrobiales  Bradyrhizobiaceae Bradyrhizobium Glycine max, Arachis hypogaea,
(a-rhizobia) Vigna unguiculate, Aeschynomene

indica, Vigna sp., Phaseolus
lunatus,  Erythrophleum  fordii,
Kummerowia stipulacea, etc.

Brucellaceae Ochrobactrum Cytisus scoparius, Lupinus
honoratus, etc.

Hyphomicrobiaceae Devosia Neptunia natans
Methylobacteriaceae Methylobacterium, Crotalaria  juncea, Sesbania
Microvirga aculeata, Lotononis sp., Vicia
alpestris, etc
Phyllobacteriaceae Aminobacter, Cicer sp., Astragalus, Amorpha
Mesorhizobium, fruticose, Caragana, Alhagi, Lotus
Phyllobacterium sp., Sophora sp., Robinia sp.,
Acacia, Lathyrus numidicus, etc.
Rhizobiaceae Agrobacterium, Vicia, Pisum sativum, Trifolium,
Allorhizobium Vicia, Lens, Lathyrus, Phaseolus,
Rhizobium, Shinaella, Sophora, Kummerowia stipulacea,
Ensifer, Sinorhizobium, Medicago, Melilotus, Trigonella,
Neorhizobium, Sesbania cannabina, Caragana,
Pararhizobium Galgae, Astragalus, etc.
Xanthobacteraceae Azorhizobium Sesbania sp.
Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Cupriavidus, Trinickia, Mimosa, Phaseolus  vulgaris,
(B-rhizobia) Paraburkholderia Podalyria calyptrate, Hypocalyptus

sp., Virgilia oroboides, Robinia
pseudoacacia, etc.
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Los a-rizobios se distribuyen en 17 géneros de siete familias, que incluyen
Bradyrhizobiaceae, Brucellaceae, Hyphomicrobiaceae, Methylobacteriaceae,
Phyllobacteriaceae, Rhizobiaceae y Xanthobacteraceae, y son miembros del orden
Hyphomicrobiales denominado recientemente [33]. El género Rhizobium, que alberga
112 especies, es el género que contiene mas especies de rizobios [34], [35].

Los a-rizobios se encuentran generalmente asociados a leguminosas cultivadas por el
ser humano, como ser la soja (Glycine max), el mani (Arachis hypogaea), el garbanzo
(Cicer arietinum), la arveja (Pisum sativum), el poroto comun (Phaseolus vulgaris), la

alfalfa (Medicago sativa) y el poroto mungo (Vigna radiata), entre otros.

Por otro lado, los B-rizobios descritos hasta ahora pertenecen a tres géneros bacterianos,
Cupriavidus, Paraburkholderia y Trinickia [36], de la familia Burkholderiaceae dentro del
orden Burkholderiales. Los B-rizobios se han aislado principalmente de nédulos de las
raices de leguminosas tropicales pertenecientes al clado Mimosoideae, tales como
Mimosa spp. [37], [38], [39], [40], [41], y Parapiptadenia rigida [42], pero también al
Papillonoideae como Phaseolus vulgaris [43], y Rhynchosia ferulifolia [44]. Los primeros
reportes de la existencia de B-rizobios fueron en el afio 2001, donde se enfocaron en el
estudio de dos cepas del género Burkholderia tuberum (cepa STM678 y cepa STM815),
aisladas de Aspalathus carnosa (Papilionoideae) en Africa del Sur y de Machaerium
lunatum (Papilionoideae) en la Guyana Francesa [45]. Posteriormente, estas cepas
fueron, denominadas como Burkholderia tuberum y Burkholderia phymatum y finalmente
incluidas dentro del género Paraburkholderia [46], [47]. También en 2001, se describid
la especie Ralstonia taiwanensis, aislada a partir de nédulos de dos especies de Mimosa
(Mimosa pudica y Mimosa diplotricha) en Taiwan [48], la cual fue posteriormente
renombrada como Cupriavidus taiwanensis [48], [49]. Actualmente, se sabe que las
bacterias pertenecientes a los géneros Paraburkholderia y Cupriavidus muestran una
extrema diversidad de habitats. Cepas de estos géneros se han aislado de suelo [50], de
plantas de tratamiento de aguas residuales [51], de rizésfera [52], de insectos [53] y de

infecciones en humanos [54] reflejando su notable capacidad de adaptacion.
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1.3 Las leguminosas

Las leguminosas, plantas pertenecientes a la familia de las Fabaceae, se componen de
aproximadamente 19.500 especies dentro de 751 géneros, presentes como hierbas,
arbustos, enredaderas o arboles en habitats principalmente terrestres [55], [56].

Dicha familia se ha dividido tradicionalmente en tres subfamilias, Caesalpinioideae,
Mimosoideae y Papilionoideae [57]. Sin embargo, esta clasificacion taxondmica, se
encuentra en revision porque no refleja el conocimiento actual sobre sus relaciones
filogenéticas. Actualmente, el grupo de trabajo sobre la filogenia de leguminosas The
Legume Phylogeny Working Group (LPWG) ha propuesto una reclasificaciéon en seis
subfamilias: Cercidoideae, Detarioideae, Duparquetioideae, Dialioideae,
Caesalpinioideae y Faboideae. Entre las modificaciones mas relevantes que se
realizaron, se definieron cuatro subfamilias nuevas a partir de Caesalpinioideae, las
restantes Caesalpinoideae se fusionaron con Mimosoideae, manteniéndose esta ultima
como un clado dentro de la subfamilia Caesalpinoideae [24], [56]. Sin embargo, al no
haberse realizado una filogenia consensuada, la clasificacién realizada por LPWG
continua en discusion y no esta del todo aceptada. En base a esto, en el presente trabajo

mantendremos la clasificacion clasica.

Las leguminosas presentan distribucion cosmopolita, con capacidad de crecer en
condiciones climaticas muy diversas. Su distribucion abarca regiones tropicales,
subtropicales y templadas. Se encuentran en una variedad de condiciones edaficas, asi
como en una gran diversidad de ambientes terrestres y acuaticos [58]. Aproximadamente
un 70% de las leguminosas son capaces de establecer asociaciones simbidticas con los
rizobios y fijar N2, siendo la caracteristica mas estudiada desde el punto de vista
ecologico. En base a ello, su utilizacién como fuente de nitrégeno, en contraposicion al
uso de fertilizantes nitrogenados, es cada vez mas valorado en sistemas de rotacion con
otros cultivos, ofreciendo una practica de agricultura mas sustentable y amigable con el
medio ambiente [59]. Particularmente, las leguminosas pertenecientes al clado
Mimosoideae, son utilizadas en la recuperacion de suelos pobres, ayudando a la
fertilizacion de estos, asi como cultivos de soporte en sistemas de produccion alimentaria
[60].
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El género Mimosa abarca unas 500 especies incluyendo plantas herbaceas, arbustos y
arboles, capaces de crecer en habitats ampliamente diversos, como bosques tropicales
y subtropicales, sabanas, matorrales, desiertos, praderas, y humedales, asi como en
diversos suelos (suelos con pocos nutrientes, pH acido o suelos contaminados con
metales pesados). Su principal centro de diversificacion se encuentra en las regiones del
Cerrado y la Caatinga en el centro de Brasil [61], en donde existen mas de 200 especies
endémicas, y su distribucion abarca desde la zona subtropical de Sudameérica (Paraguay,

Argentina, Uruguay y el sur de Brasil) a México y sur de Estados Unidos [62].

Las especies del género Mimosa son conocidas por su capacidad de asociarse
simbidticamente con rizobios pertenecientes a las a- y [(-proteobacterias [63],
postulandose que la preferencia por uno u otro endosimbionte depende de la ubicacion
geografica, del ambiente y de su taxonomia. Actualmente, se ha reportado que las
plantas de Mimosa spp. son preferentemente noduladas por Paraburkholderia en Brasil,
Ensifer en México y Cupriavidus en Uruguay [64], [65].

1.4 Caracteristicas del género Cupriavidus

El género Cupriavidus esta compuesto por bacterias gram-negativas, moviles debido a
la presencia de flagelos, que utilizan una amplia variedad de fuentes de carbono, lo que
les proporciona una versatilidad metabdlica [66]. Han sido aisladas de diferentes
ambientes, como muestras clinicas [67], de suelos [68], de lodos [69], y de humedales
para el tratamiento de aguas residuales [70]. En general son de baja patogenicidad. Sin
embargo, uno de los casos mas estudiados es el del patdgeno humano C. galiardii [71].
A continuacion, se describiran algunas de las caracteristicas metabdlicas de los

Cupriavidus.

141 Homeostasis de metales

Las bacterias del género Cupriavidus son conocidas por su alta resistencia a metales
pesados. Esto las convierte en candidatas ideales para su uso como inoculantes en
areas que requieren biorremediacion [72]. Las bacterias utilizan varios mecanismos para
mantener la homeostasis de los metales en su interior, como sistemas transportadores

que regulan la entrada y salida de metales a través de la membrana celular, bombas de
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eflujo para eliminar metales toxicos del citoplasma, union a proteinas de almacenamiento
para evitar su toxicidad y sistemas quelantes como los sideroforos para transportar
metales al interior celular [73]. Estos mecanismos incluyen ATPasas tipo P, proteinas de
resistencia, nodulacion y division celular (RND, de sus siglas en inglés Resistance
Nodulation and Cell Division Proteins) y sistemas que facilitan la difusion de metales
(CDF, de sus siglas en inglés Cation Diffusion facilliator) (Fig.3). De esta manera, las

bacterias mantienen niveles adecuados de metales y evitan su toxicidad.

Transportadores Transportadores Transportadores

ATPasas tipo P RND CDF
L J
Periplasma @) ®
K / H*
Citoplasma \
[
® AP H
ADP + Pi

Figura 3. llustracién de los principales sistemas de transportadores de metales en bacterias.

Se indican : (1) los sistemas de transportadores de ATPasas tipo P, encargados de la exportacion del metal
a través de una bomba al periplasma con gasto de energia que se obtiene de la hidrdlisis de ATP, (Il) RND,
encargados de expulsar el metal hacia el exterior celular, mediante una proteina de fusién a membrana y
un factor adicional para traspasar la membrana externa y (lll) CDF, median el transporte del metal a partir

de un gradiente quimiosmotico desde el citoplasma hacia el periplasma.

Dentro del género Cupriavidus, la especie C. necator se caracteriza por su capacidad
para tolerar y emplear el ion cobre. Las bacterias de esta especie son especialistas en
captar, transportar y almacenar este metal. El nombre "Cupriavidus" proviene del latin
cuprum, que significa cobre, y “avidus”, que significa avido o amante. La cepa tipo, C.
necator N1, fue descrita como un microorganismo del suelo cuyo crecimiento se ve
estimulado por la presencia de cobre [74]. El cobre es un micronutriente esencial que
actua como cofactor en numerosas enzimas clave del metabolismo. Las cuproproteinas,
que contienen cobre, son fundamentales para la transferencia y transporte de electrones
en los citocromos, implicados en procesos vitales como la respiracion y la proteccion

celular contra el estrés oxidativo [75]. Sin embargo, el cobre también puede generar
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especies reactivas de oxigeno (ROS, de sus siglas en inglés Reactive Oxygen Species)
que causan dafo oxidativo en lipidos, acidos nucleicos y proteinas [76]. En
concentraciones elevadas, el cobre puede ser toxico para la mayoria de las células. Por
esta razon, las bacterias han desarrollado diversos mecanismos para mantener la
homeostasis del cobre, incluyendo regulacién de la captaciéon y expulsiéon del ion
metalico, y su oxidacion en el espacio periplasmico. En el género Cupriavidus, se han
identificado tres sistemas para la homeostasis de cobre que involucran transportadores
RND, codificado por cusCBA, ATPasas de eflujo de tipo Pig;,, como ser CopF y la familia
codificada por el cluster copABCD, y transportadores del tipo CDF [77]. En dicho
contexto, la cepa CH34 de C. metallidurans es una cepa modelo conocida por su
resistencia a metales pesados, capaz de tolerar concentraciones milimolares de
mercurio, cadmio, cobre, cromo, niquel, zinc y plomo [78]. A su vez, alberga numerosos
determinantes de resistencia a metales pesados que incluyen diversos mecanismos,
como la capacidad de formar complejos, sistemas de expulsion, reduccion y precipitacion
reductora, que permiten la desintoxicacidn celular y la supervivencia en ambientes

altamente contaminados con metales téxicos [79], [80].

Otro elemento esencial para los microorganismos es el hierro, y su importancia se debe
a que participa en un gran numero de reacciones enzimaticas, asi como forma parte de
macromoléculas (citocromos, ferroproteinas). En el suelo, el hierro se encuentra poco
biodisponible, ya que se encuentra formando Oxidos poco solubles. Si bien es un
elemento abundante, su baja solubilidad y su unién a proteinas han supuesto un desafio
para los microorganismos que habitualmente se enfrentan a condiciones limitantes del
metal. Como consecuencia, las bacterias han desarrollado varios sistemas de
adquisicidn y utilizacion del metal, a partir de diferentes fuentes segun los ambientes que
colonizan [81], [82], [83].

En condiciones limitantes de hierro, las bacterias son capaces de obtener el metal en la
forma férrica (Fe*3), mediante la utilizacion de compuestos de bajo peso molecular
denominados sideréforos, que son excretados al medio extracelular y actuan como
quelantes del ion férrico con alta afinidad [84]. Una vez en el exterior, los sideréforos
unen y solubilizan el hierro, generando un complejo ferri-sideréforo que puede ser

internalizado. Particularmente, en el caso de bacterias gram-negativas, este complejo es
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reconocido por receptores de membrana externa y transportado hacia el periplasma en
un proceso dependiente del complejo de proteinas TonB-ExbB-ExbD.

Se pueden distinguir cuatro tipos de sideréforos en funcion de la naturaleza quimica del
grupo funcional implicado en la quelacién de hierro. Estos son los de tipo catecol,
fenolato, hidroxamato y carboxilato, aunque también son comunes sideréforos que
contienen mas de un grupo funcional [85]. Particularmente, en bacterias de la especie C.
necator se ha reportado la sintesis de sideroforos tipo carboxilato, como ser en la cepa
JMP 134 de C. necator [86].

14.2 Degradacion de compuestos aromaticos

Los hidrocarburos aromaticos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza.
La fraccidbn mas prevalente se halla en la lignina de las plantas superiores y en sus
productos de descomposicion, contribuyendo a la formacion de materia organica
persistente en los suelos. Por otra parte, el uso extensivo de hidrocarburos aromaticos
naturales y compuestos xenobiodticos en procesos industriales, junto con practicas
inadecuadas de gestion de residuos, ha situado a estos compuestos como
contaminantes organicos estables y persistentes.

La degradacion de los compuestos aromaticos es llevada a cabo casi exclusivamente
por microorganismos, los cuales que han desarrollado diversas estrategias para obtener
beneficios energéticos y fuentes carbonadas [86]. A su vez, los compuestos aromaticos
pueden ser potencialmente toxicos para los microorganismos, incluso para aquellos que
pueden degradarlos. Una estrategia para sobrevivir en presencia de compuestos
aromaticos potencialmente toxicos para la célula, consiste en desarrollar mecanismos de
tolerancia a estos, de forma que puedan mantener su viabilidad [87].

Existe una gran variedad de compuestos aromaticos y la estrategia para su degradacion
se basa en transformar primeramente estos compuestos mediante vias periféricas, que
confluyen dando lugar a un menor numero de compuestos centrales [88].

En el caso del catabolismo aerobio bacteriano, los compuestos aromaticos son activados
mediante reacciones de oxigenacion (por las oxigenasas de hierro no hemo de Rieske,

las flavoproteinas monooxigenasas y las oxigenasas multicomponentes de dihierro
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soluble) y/o CoA ligasas, incorporando oxigeno molecular al anillo aromatico para permitir
su posterior apertura [86].

Luego, oxidaciones sucesivas mediante hidroxilasas, monooxigenasas o dioxigenasas
permiten la conversiéon de hidrocarburos aromaticos periféricos a intermediarios
dihidroxilados que pueden converger en alguna ruta catabdlica central, como por ejemplo
el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA, de sus siglas en inglés Tricarboxylic Acid
Cycle) [88].

La cepa JMP134 de C. pinatubonensis es una de las mas estudiadas, debido a su
capacidad de degradar compuestos aromaticos. Su genoma presenta 11 de las 12 rutas
centrales de degradacion de compuestos aromaticos reportadas en proteobacterias.
Entre ellas, posee una de las principales vias catabdlicas que converge en la formacion
de B-cetoadipato, la cual posee dos ramas principales: la rama del catecol (generado a
partir de la degradacion de benzoato y algunos monomeros de lignina) y la rama del
protocatecuato (generado a partir 4-hidroxibenzoato, y diversos mondémeros de lignina)
[89].

14.3 Produccion de PHB

El PHB (poli(3-hidroxibutirato)) es un poliéster termoplastico biodegradable que
pertenece a la familia de los polihidroxialcanoatos (PHA), compuesto por hidroxiacidos
de entre tres a cinco atomos de carbono. En las ultimas décadas, ha generado gran
interés en aplicaciones industriales y campos de investigacion debido a su
biodegradabilidad y biocompatibilidad [90].

En la naturaleza, el PHB se encuentra como un cuerpo de inclusion citosdlica en varios
microorganismos, como bacterias y arqueas. Estos microorganismos utilizan el PHB
como almacenamiento de carbono y energia, y también como fuente de poder reductor
[91], [92], especialmente en situaciones de estrés. Esto les brinda ventajas para
sobrevivir en ambientes cambiantes y competitivos. C. necator es una bacteria
ampliamente estudiada para la produccion de PHB debido a su capacidad para acumular
grandes cantidades de este poliéster, llegando a representar hasta el 90 % de su peso

seco celular [89].
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La ruta clasica de biosintesis del PHB involucra tres reacciones secuenciales y se
expresa a partir de diferentes fuentes de carbono y acidos grasos que generan acetil-
CoA como metabolito intermedio. En la primera reaccion, dos moléculas de acetil-CoA
se combinan para formar acetoacetil-CoA, reaccion catalizada por la enzima [3-
cetotiolasa/3-cetotiolasa/acetil-CoA acetiltransferasa (phaA). Luego, en una segunda
reaccion catalizada por la acetoacetil-CoA reductasa/hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa
(EC 1.1.1.36) (dependiente de NADPH) (phaB), el acetoacetil-CoA se reduce a 3-
hidroxibutiril-CoA. Finalmente, la enzima PHB sintasa/poli(3-hidroxibutirato) sintetasa
(phaC) polimeriza dos monomeros de 3-hidroxibutiril-CoA para formar el poli(3-
hidroxibutirato) [93].

2 Simbiosis rizobio—leguminosa

El modelo de asociacién simbidtico rizobio-leguminosa es uno de los mas estudiados
debido a que varias leguminosas son fuentes de alimentacion tanto para humanos como
para el ganado. Ademas, durante esta asociacion ocurren los procesos de FBN mas
eficaces (20-300 Kg hectarea'afio) [94]. El aislamiento de rizobios a partir de nédulos
colectados en el campo y el uso de plantas trampa, ha permitido seleccionar cepas
fijadoras de nitrogeno, con el fin de utilizarlas como inoculantes que permitan el
desarrollo de leguminosas en suelos empobrecidos [95].

La interaccion simbidtica entre a-rizobios y leguminosas hospederas ha sido un modelo
de estudio durante mas de 100 anos [96]. Esta interaccion simbidtica tiene la
caracteristica de que las bacterias (rizobios) en su estado diferenciado (bacteroides),
dentro de las células vegetales de los nodulos de las leguminosas, llevan a cabo el
proceso de la FBN. El establecimiento de esta relacién mutualista implica un complejo
dialogo molecular entre la planta huésped y el microorganismo fijador de nitrogeno [28].
Las etapas de fromacion del ndédulo se resumen en la figura 4 y se describen a

continuacion.
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Figura 4. Resumen del proceso de infeccion durante la simbiosis rizobio-leguminosa y morfogénesis de
un nédulo indeterminado.

llustracion del proceso de infeccidon durante la simbiosis rizobio-leguminosa y morfogénesis de un nédulo
indeterminado. Se indican: (1) el reconocimiento y adhesion de las bacterias al pelo radicular, (2) la
curvatura del pelo radicular e infeccion, (3) el transporte de las bacterias por el hilo de infeccidon hacia las
células del primordio y seguidamente hacia las células corticales de la planta, endocitosis y liberacion de
las bacterias. A la derecha se muestran las cinco zonas de un nédulo maduro indeterminado, en las cuales
las bacterias de diferenciara a bacteroide, que incluye zona |: zona meristematica, zona II: zona de
infeccion, zona IZ: interzona; zona lll: zona de fijaciéon de nitrdgeno y zona IV: zona de senescencia.

Tomado y adaptado de [28].

1) Reconocimiento y adhesion de las bacterias a la planta. El reconocimiento esta
mediado por la liberacion de compuestos presentes en los exudados radiculares de las
plantas, entre los que se encuentran los flavonoides, los cuales atraen quimicamente a
las bacterias presentes en la rizésfera hacia la region apical de los pelos radiculares. En
presencia de flavonoides se induce la expresion de los genes nod bacterianos,
responsables de la sintesis y secrecidn de los factores de nodulacién o factores Nod
(NFs, de sus siglas del inglés Nod Factors). Los NFs son a su vez reconocidos por
receptores especificos de las células vegetales, desencadenando en la planta los
procesos que permitiran la infeccion, como ser la deformacion de los pelos radicales, la
formacion del hilo de infeccidn, la formacion del nodulo y la division de las células
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corticales. Este primer paso de reconocimiento le da especificidad a la interaccion
simbidtica, ya que cada rizobio es capaz de responder a uno o unos pocos flavonoides,
y a su vez cada planta hospedera reconoce solo algun NF. En dicho escenario, los
rizobios para poder ingresar a la planta, previamente deben adherirse a la raiz. Se han
reportado proteinas bacterianas como las adhesinas (ricadhesinas y RAPs (proteinas
adherentes de rizobios), celulasas y glucanansas) las cuales estarian involucradas en la
adhesion [97], asi como también en la formacidon de biopeliculas [98]. También se ha
observado que ciertos componentes de la superficie celular de las bacterias tienen un rol
importante en esta primera etapa de la interaccion, como ser los polisacaridos
extracelulares (EPS) y lipopolisacaridos (LPS) de las bacterias [99] y diversas lectinas
del lado de la planta [100].

2) Curvatura del pelo radicular e infeccion. Al ser reconocidos los NFs bacterianos por
los receptores en las plantas, ocurren cambios morfologicos vy fisiologicos en los pelos
radiculares de las plantas. Dentro de las respuestas inducidas por los NFs se han
identificado cambios en los niveles del influjo y eflujo de iones calcio, cloro, potasio y
protones, siendo estos ultimos los que provocan cambios en el pH intracelular de las
células vegetales, que se vuelve mas alcalino. Esto provoca la activacion de las proteinas
reguladas por el calcio, las cuales seran responsables de hidrolizar y reorganizar el
citoesqueleto de las células de los pelos radiculares. Como consecuencia de que ocurre
un hinchamiento en la zona apical del pelo, provocando un enroscamiento de este,
quedando las bacterias que se encuentran localizadas en esa zona (atrapadas en un
“pbolsillo”). En ese sitio, las bacterias inducen lesiones locales mediante hidrolisis de la
pared celular de la planta, y penetran a la célula vegetal mediante la invaginacion de la
membrana. La planta hospedera responde depositando material de pared celular sobre
la lesion, formandose un tubo, denominado “hilo de infeccion”, que crece en sentido
longitudinal hacia el interior, por el que ingresan las bacterias hasta las células del cortex

de la raiz de la planta [101].

3) Endocitosis y liberacién de las bacterias. Cuando el hilo de infeccion alcanza las
células del primordio del nddulo, las bacterias son liberadas al citoplasma de estas
células, mediante un proceso similar al de endocitosis. En dicho proceso los rizobios no
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quedan en contacto con el citoplasma de las células infectadas, sino porque quedan
envueltos en una membrana de origen vegetal, denominada “membrana
peribacteroidea”, distinta en su composicion a la membrana plasmatica. La membrana
peribacteroidea limita las vesiculas, denominadas simbiosomas, donde las bacterias
luego se diferenciaran a bacteroides.

4) Diferenciacion de bacteria a bacteroide y formacion del ndédulo. Dentro de los
simbiosomas, las bacterias se diferencian a bacteroides, que incluye aumento de
tamano y forma celular, y pérdida de la capacidad de dividirse y adquieren la capacidad
de fijar nitrogeno.

Los nddulos de leguminosas se pueden agrupar en dos tipos principales: indeterminados
y determinados. Los nodulos indeterminados se originan a partir de divisiones celulares
en la corteza interna y poseen un meristema apical persistente. Presentan una forma
cilindrica, con un gradiente de desarrollo desde el apice hasta la base del nodulo, en el
que se pueden individualizar cinco zonas (Fig. 4). Los nddulos determinados son el
resultado de divisiones celulares en la corteza media o externa de la raiz, carecen de un
meristema persistente y tienen forma esférica. Las divisiones celulares de un nédulo
determinado cesan al principio de las etapas del desarrollo y el nédulo maduro se
desarrolla a través del agrandamiento celular, por lo cual las células infectadas se
desarrollan mas o menos sincronicamente con la etapa de FBN. En ambos tipos de
nodulos, las células vegetales experimentan una endorreduplicacién del genoma, lo que
lleva a la poliploidizacion y al agrandamiento celular.

Paralelamente al desarrollo de las células del nédulo, se produce la diferenciacién de los
bacteroides fijadores de nitrogeno. Dependiendo del hospedador y del tipo de nodulo, la
diferenciacion puede ser terminal o reversible. La diferenciacidon terminal se caracteriza
por la endorreduplicacion del genoma, la elongacion celular, el aumento de la
permeabilidad de la membrana y la pérdida de la capacidad reproductiva. En la
diferenciacion reversible, los bacteroides conservan el tamafio celular y el contenido de
ADN de manera similar a las bacterias en “vida libre” [102], [103]. En comparacion con

las bacterias de “vida libre”, los bacteroides muestran cambios drasticos en el
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transcriptoma, la estructura de la superficie celular y en las actividades metabdlicas para
que se adapten al entorno intracelular y a fijar nitrogeno [104].

El poder reductor que utiliza el bacteroide para la FBN proviene de la planta,
predominantemente en forma de acidos dicarboxilicos, que a su vez, aportan los
esqueletos carbonados que serviran como vehiculo para el nitrégeno fijado. A su vez el
niotrégeno fijado sale del bacteroide hacia el espacio peribacteroidal através de la
membrana por difusion, en este espacio el pH acido promueve la protonacion a NH4™.

Este NH4" es exportado al citosol de la célula nodular mediante transportadores de
cationes monovalentes dispuestos en la membrana peribacteroidea, es asimilado por el
sistema GS/GOGAT para formar glutamato, que pasa al sistema vascular de la planta.

La FBN tiene un alto requerimiento energético en forma de ATP, por lo que el
metabolismo respiratorio de los bacteroides debe ser muy activo. Sin embargo, el O
necesario para cumplir tal demanda energética es perjudicial para la nitrogenasa, ya que
el complejo es irreversiblemente inactivado en presencia del mismo. Por ello, los
diazétrofos han desarrollado distintos mecanismos de proteccion. En el caso de los
rizobios, la presencia en el espacio peribacteroidal de una alta concentracion de
leghemoglobina, una hemoproteina, permite, por un lado, actuar como proteina de
transporte, asegurando la provision suficiente de O2 para el metabolismo de los
bacteroides. Al mismo tiempo, regula el nivel de Oz para evitar que afecte la actividad del

complejo nitrogenasa [105].

2.1 Genes simbioticos

En rizobios los genes simbibticos mejor caracterizados, son los involucrados en el
establecimiento de la simbiosis (nod, nol y noe) [34]. Los genes nod se clasifican en tres
categorias, cada una de las cuales aporta un grado de especificidad en la interaccion
simbidtica. La primera incluye a los genes nod mas conservados en los rizobios
(nodABC), los cuales codifican para proteinas involucradas en la biosintesis del
esqueleto y ensamblaje de los factores Nod (NFs, de sus siglas en inglés Nod Factors),
y la union del acido graso. Los NFs, son lipo-quito-oligoscararidos (LCOs), que consisten
en un tetra o pentasacarido de N-acetil-B-D-glucosamina, que presenta en el C, de su

extremo no reductor una cadena de acido graso insaturado. Los NFs se distinguen en el
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largo y la saturacion de la cadena del acido graso, y a su vez pueden presentar otros
sustituyentes tanto en su extremo no reductor como en el reductor. La cadena de acido
graso generalmente tiene entre 16 a 18 atomos de carbono y el numero de repeticiones
central (n) varia entre 2 o 3. La posicion de los sustituyentes varia de R1 a R7, a las
cuales se la adicionan distintos sustituyentes por ejemplo de azucar (arabinosa, fucosa)
acetilo, metilo, carbamoilo, grupos sulfurilo o glicosilo (Fig. 5).

g JHNCO NodU CHsCO  NodX
/7 U1CHCO  NodL O-R44 SO:H  NodH
NolO CH: NodC / Fucose NodZ

H2-OH
R2

NodS }“ )“ CHsCONH

Do

H:
0 2-O-methyl  Noel
0 w\ 3-O-sulfate  NoeE
RS-0 OH 3. or 4-O-acetyl NolL
\ CHyCONH
n

NoeC

CH,CONH
NodE, NodF and NodA

Figura 5. llustracién de la estructura basica de los lipo-chito-oligosacaridos (LCOs), y funcién de los genes
nod.

En la mayoria de los NFs, n varia entre 2 o 3, y la posicion de los sustituyentes varia desde R1 a R7
(indicado con los diferentes colores), asi como también los NFs sintetizados a partir de cada decoracion.
R1: Me (metilo) y H (hidrogeno), R2: OH (hidroxilo, H y Ca (carbamoil)), R3: H, Ca, y Ac, R4: H, Fu (fucosa),
MeFu (metil fucosa), AcMeFu (acetilmetilfucosa), R5: H y Ara (arabinosilo) y R6: OH, Ac y Fu. Tomado de
[106].

Particularmente, nodA, nodB y nodC, codifican para una quitin oligosacarido
aciltransferasa, para una polisacarido desacetilasa y para una quitin oligosacarido
sintasa, respectivamente.

El segundo grupo, incluye los genes nod reguladores (nodD), controlan la transcripcion
del operdon nod, generalmente a través de su interaccion con flavonoides (ver mas
adelante en 2.2). El numero de copias de los genes reguladores varia entre las distintas
especies de rizobio. Por ejemplo, hay tres genes nodD en S. meliloti (nodD1, nodD2 y
nodD3), que responden a distintos estimulos, ampliando el repertorio de moléculas senal
involucradas para el reconocimiento simbidtico [106]. Tal es el caso de los genes nodD1
y nodDZ2 de la cepa CIAT 899 de R. tropici que responden al flavonoide luteolina y a la
presencia de NaCl, respectivamente [107]. Por otro lado, en L. japonicum se demostro
que los genes nodD de M. loti estan involucrados en diferentes etapas del proceso,
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mientras que la proteina NodD2 participa principalmente en la induccion de genes nod
en la rizésfera y dentro de los nédulos, NodD1 induce los genes nod principalmente
dentro de los hilos de infeccion del pelo radicular [108].

El tercer grupo, son los genes nod especificos (genes nod, nol y noe), con presencia
variable en distintas especies de rizobios, codifican para enzimas responsables del
agregado de los diferentes sustituyentes en los extremos de los NFs, determinando el
rango de hospedero [106]. Por ejemplo, los genes nodH, nodQ, nodS y nodU, estan
involucrados en decoraciones de los NFs, mediante O-sulfatacion (sulfotransferasa y
adenililsulfato  quinasa), = N-metilacion  (metiltransferasa) y  carboamliacion
(carbamoiltrasnferasa), respectivamente [109], [110], [111]. Mientras los genes nolO,
noeE, noel, noeC y nolK, tambien estan involucrados en la decoracion de los NF
mediante, la 3-O-carbamoilacion, sulfatacion, 2-O-metilacion y el agregado de azucares,
respectivamente [112].

Los genes nodJ y nodl, codifican para una proteina transportadora de eflujo tipo ABC
(permeasa) y para una proteina transportadora de unién al ATP involucrada en el

transporte de los NF desde el citoplasma bacteriano al espacio extracelular [113].

Si bien los genes nod tienen un rol central en muchas interacciones simbiéticas, no son
esenciales en todas las simbiosis. Se han descrito cepas de Bradyrhizobium que no
poseen genes nod y que son capaces de nodular y fijar nitrdgeno en simbiosis con
especies de Aeschynomene, indicando la existencia de mecanismos de interaccion

simbidtica independiente de los NFs [114].

En todos los genomas de rizobios pertenecientes al género Cupriavidus, los genes de
nodulacién se transcriben de manera divergente del gen regulador nodD, ya que se
encuentran en la otra hebra. En este contexto, el producto de nodD se uniria a las cajas
nod presentes en las regiones operadoras del operdn nod, lo cual activaria la expresion
de los genes nod del operdn. En la cepa LMG 19424 de C. taiwnanensis, se observé que
existen dos cajas nod, una delante del gen nodB, primer gen del operdn nod, y la otra
precediendo al gen noeM, por fuera del operdn nod, aunque estaria involucrado en la
decoracion de los NFs producidos por esta bacteria [115].
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2.2 Especificidad mediada por flavonoides

En la simbiosis rizobio-leguminosa, la induccién de la expresion de los genes nod esta
mediada por las proteinas NodD, reguladores transcripcionales de tipo LysR [110], las
cuales son activadas por flavonoides sintetizados y secretados por la planta. La union
del complejo flavonoide-NodD, a la caja nod en el ADN bacteriano, activa la expresion
de los genes nod, implicados en la sintesis y secrecion NFs, que son a su vez
reconocidos especificamente por la planta hospedera. La especificidad de este

reconocimiento constituye un punto de control temprano de la simbiosis [116].

Los flavonoides son metabolitos secundarios de bajo peso molecular, que presentan
diversas funciones biologicas que incluyen la proteccion de la planta contra la radiacion
ultravioleta evitando el dafio fotooxidativo [117], entre otros [118]. A su vez, en los tejidos
vegetales modulan los niveles de especies reactivas del oxigeno, mediante la inhibicion
de enzimas que generan ROS [119], o mediante la formacion de complejos quelantes de
iones metalicos capaces de catalizar la produccion de ROS [120]. Los flavonoides estan
presentes generalmente en todos los 6rganos de las plantas y su composicién depende
de varios factores como ser el estado hidrico de la planta, disponibilidad de nutrientes,
tipo de suelo y la edad [121].

Estudios de microscopia de fluorescencia han demostrado que los flavonoides se
acumulan en determinadas células en la punta de las raices, desde donde son exudados
hacia el suelo [101] (Fig. 6).
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Figura 6. Localizacion de flavonoides en las raices de Medicago truncatula, mediante microscopia de
fluorescencia UV.

Se indican en (A) Acumulacion de flavonoides con autofluorescencia de color azul y de color naranja , en
las células de la punta de la cubierta y en la punta de la raiz (flecha azul), (B) Acumulacion de flavonoides
en una raiz madura de trébol blanco Trifolium repens L. (trébol blanco), en células del periciclo, (p) y corteza
(c), (C) Acumulacion de flavonoides en una seccién de raiz joven de trébol blanco, en la células de la
corteza, como (c), (D) Acumulacién de flavonoides en una seccion de la punta de la raiz del trébol blanco,
en los nucleos de las células meristematicas (azul claro), en el citoplasma de las células epidérmicas y
corticales externas (se indican con una flecha). Las barras de aumento son de 500 ym en a 'y de 100 ym
enb, cyd. Tomada de [101].

Por otro lado, los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en nuestra dieta
diaria y actualmente se consideran un componente indispensable en una variedad de
aplicaciones nutracéuticas, farmacéuticas, medicinales y cosméticas [122]. Esto se
atribuye a sus propiedades antimicrobianas, antialérgicas, antioxidantes,

antiinflamatorias, antiviral, antifungica, antimutagénicas y anticancerigenas [123].

Desde el punto de vista estructural, los flavonoides estan compuestos por un esqueleto
comun de difenilpropano conocido como aglicona (Ce—C3—Cs), en el que un anillo de
benceno (A) esta unido a un anillo de pirona (C), a través de una cadena de tres carbonos
y a su vez en la posicion 2 o 3 se une a un anillo de fenilo (B) como sustituto [122]. Las
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distintas clases de flavonoides varian en su nivel de oxidacién y en el patron de
sustitucion de los distintos anillos, por lo cual conlleva a diferentes tipos de subclases,
como se puede observar en la figura 7. La mayoria de los flavonoides se pueden
subclasificar en varios grupos, que incluyen: flavonas (B), flavonoles (C), flavanonas (D),
flavanoles (E), antocianidinas (F) e isoflavonas (G), y mas recientemente las auronidinas
[124].
A C4-C,;-C,4 backbone
N

B flavones

OH o OH o
kaempferol: R;=H, R,=H, Ry=OH, R,=H naringenin: R;=0H, R,=H, R;=0H

chrysin: Ry=H, R,=H, Ry=H, R,;=H
apigenin: Ry=H, R,=H, Ry=H, R,=OH
luteolin: R;=H, R,=H, R;=OH, R,=OH

quercetin: Ry=H, R,=0OH, R;=0H, R,=H
isorhamnetin: R;=H, R,=OMe, R;=0OH, R,=H
myricetin: R;=OH, R,=OH, R;=H, R,=OH

sakuranetin: R;=OMe, R,=H, Ry;=0OH
isosakuranetin: R,=OH, R,=H, R;=OMe
eriodictyol: R;=OH, R,=0H, Ry=OH
hesperitin: R;=0H, R,=OH, R;=OMe

scutellarein: Ry=OH, R,=H, R;=H, R,=OH kaempferide: R;=H, R,=H, R;=OMe, R,=H

gossypetin : Ry=OH, R,=OH, R;=OH, R,;=H

E flavanols F anthocyanins G isoflavones

OH Ry

o OH
catechin: Ry= OH, R,=H
epicatechin: R;= OH, R,=H
gallocatechin: R;= OH, R,=OH
epigallocatechin: Ry= ....OH, R,=OH

pelargonidin: Ry=H, R,=H
cyanidin : R,=0H, R,=H
delphinidin: R,=OH, R,=OH
petunidin: R;=0OH, R,=OMe
malvidin: R;=OMe, R,=OMe

daidzein: Ry=H, R,=H
genistein: R;=0OH, R,=H
glycitein: R,=, R,=OMe

Figura 7. llustracion de algunos de los esqueletos de flavonoides mas estudiados y subclases,
dependiendo de la modificaciones estructurales y sustituyentes.

La unidad basica es del tipo Ce-C3-C6 (0 aglicona) y se define por dos anillos aromaticos, unidos mediante
un anillo heterociclico de pirona, anillo C. Se indican las clases flavonas (B), flavonoles (C), flavanonas
(D), flavanoles (E), antocianidinas (F) e isoflavonas (G), y las subclases dependiendo del grupo

sustituyente. Tomado y adaptado de [125].
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Los flavonoides derivan de la fenilalanina y la malonil-CoA [126], y las vias de biosintesis
estan bien caracterizadas [127]. Son sintetizados en el citosol, desde donde son
secuestrados y transportados en vesiculas hacia la vacuola para su almacenamiento o
hacia otros destinos, donde pueden funcionar como moléculas bioactivas. El secuestro
vacuolar de flavonoides involucra el trafico de vesiculas, transportadores de membrana
del tipo ABC, transportadores del tipo extrusion de compuestos toxicos y multidrogas
(MATE, de sus siglas en inglés Multidrug And Toxic Extrusion compound), y enzimas
como el glutation S-transferasa (GST) [128], [129].

Los pasos finales en la biosintesis de flavonoides implican modificaciones como ser la
hidroxilacion, glicosilacion, metilacion y acilacion, mejorando la actividad biologica, la
solubilidad y el almacenamiento de estos compuestos [130]. La hidroxilacion es la
modificacion mas frecuente (78%) seguida por la glicosilacién (56%), metilacion (25%) y
la fenilacilacion (5%) [131], estando la mayoria de ello en la naturaleza como glucésidos
[125]. Suelen acumularse en forma de mono-, di- o tri- glucdsidos, en los que el O-
glucésido y el C-glucosido son los mas comunes. Sin embargo, se han encontrado unido
a otros azucares como ser galactosa, xilosa, ramnosa, arabinosa y el acido glucurénico
[132].

Distintos tipos de flavonoides son capaces de inducir la expresion de los genes nod en
algunas especies de rizobios, e inhibir su expresion en otros. Otros estimulan el
crecimiento bacteriano, facilitando la colonizacién radicular e incluso actuar como

mecanismo de defensa frente a microorganismos patogenos [133].

La luteolina fue el primer flavonoide identificado producido por leguminosas, capaz de
activar la expresion de los genes nod en cepas de rizobios ademas de actuar como
quimioatrayente en P. putida [134], [135]. Los flavonoides genisteina y daidzeina
(isoflavonas), producidos por raices de soja, inducen la produccién de NFs en B.
Japonicum, pero son inhibitorios de su sintesis en S. meliloti y B. elkanii [135], [136]. La
naringenina es inductor de los genes nod en la cepa ORS285 de Bradyrhizobium sp. Sin
embargo, la naringenina O-metilada, no induce la expresion de los genes nod, aunque
estimula el crecimiento de la cepa ORS2185. Se postula que la estimulacion del

crecimiento bacteriano y los cambios metabdlicos inducidos por naringenina, serian parte

44



de un mecanismo que facilitaria la colonizacion e infeccion de plantas que la exudan
[137].

La genisteina y daidzeina, también pueden actuar como fitoalexinas, desencadenando
un mecanismo de defensa contra infecciones de la raiz, mediante la inhibicion del
crecimiento de microorganismos patogenos [138].

Por otro lado, los estudios que emplean el B-rizobio C. taiwanensis LMG19424, han
reportado que la biosintesis y la exportacion de NFs se inducen en respuesta a los
flavonoides luteolina y apigenina [139]. Particularmente, en el caso de las Burkholderia
no se han reportado estudios donde flavonoides estén relacionados con la simbiosis.
Ademas de los flavonoides, otras moléculas como ser azucares, aminoacidos, acidos
dicarboxilicos (succinato, malato, fumarato), amonios cuaternarios (betainas), acidos
aldonicos, y diferentes compuestos aromaticos (shikimato, quinato, protocatecuato,
vainillina, acetosiringona, catecol), son quimioatrayentes de diversas bacterias y se ha
demostrado que estan implicados en el establecimiento de la simbiosis en el género
Rhizobium [140], [141].

2.3 Especificidad mediada por la percepcion de factores Nod

Los NFs son reconocidos por los receptores del factor Nod en plantas (por ejemplo, NFR1
y NFR5 en Lotus japonicus). Estas proteinas receptoras tienen un dominio LysM
extracelular y un dominio quinasa intracelular [142], [143], [144]. La unién directa de NFs
a los dominios LysM extracelulares del complejo receptor conduce a la activacion de las
vias de senalizacion de nodulacién a través del dominio quinasa [145]. Como
consecuencia, se induce la expresion de los genes que estan involucrados en la
regulacion del nivel de calcio intracelular, acompafado de cambios en el citoesqueleto
del pelo radicular. Estos cambios conducen a un aumento de las divisiones celulares en
la raiz, lo que finalmente concluye con la formacién de hilos de infeccion para la
formacion del nodulo. La sefal provista por los NFs, estimula la expresion de los genes
de sintesis de flavonoides y se propuso que estos interfieren con el transporte de auxinas,
hormona de la planta que promueve la division celular [146].
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A nivel de la planta, se observo que la transferencia de los genes codificantes para los
receptores NFR1 y NFR5 de L. japonicus a M. truncatula permite la nodulacion de los
simbiontes de L. japonicus, M. loti [147].

2.4 Especificidad mediada por exopolisacaridos bacterianos

Ademas de los NFs, también los polisacaridos extracelulares de la superficie bacteriana
y los secretados, tales como los exopolisacaridos (EPS), los lipopolisacaridos (LPS) y los
polisacaridos capsulares (KPS), son importantes para establecer relaciones simbi6ticas
en una gran variedad de rizobios [140], [141]. La produccién de EPS es comun en
rizobios y su composicion es variable entre las diferentes especies [148], pudiendo

incluso inhibir o promover la simbiosis segun su composicion molecular [149].

En el caso de los EPS, se ha demostrado que median la colonizacién de los pelos
radiculares y la formacion de los hilos de infeccion, y que son reconocidos por una
proteina localizada en la superficie celular que contiene tres dominios LysM
extracelulares y un dominio quinasa intracelular tipo 3 (EPR) [150]. En dicho escenario,
se observo que tanto mutantes de Lotus en el receptor EPR3, como la inoculacion de las
plantas salvajes con mutantes de M. loti defectuosas en la produccién de EPS, provoca
una reduccion de la cantidad de hilos de infeccién y una acumulacion inusual de los
mismos en las células del cortex, afectando la eficiencia del proceso de infeccidn [151].
En la simbiosis entre S. meliloti, M. sativa 'y M. truncatula, se demostré que un tipo de
EPS (succinoglicano) es necesario para el inicio y elongacion de los hilos de infeccién, y
que un aumento en su produccidn mejora la capacidad de nodulacion [152], [153]. Sin
embargo, el papel simbidtico de EPS resulta mas complejo en otro tipo de interacciones,
como ser en la interaccion entre M. loti y Lotus spp. [154]. En este caso, se ha visto que
la produccion de EPS en M. loti es necesaria para modular las respuestas de defensa de
las plantas y permitir la infeccion bacteriana. Sin embargo, los mutantes que no producen
EPS, igualmente conservan la capacidad de formar nédulos, mientras que aquellas que
forman un EPS truncado no son capaces de progresar en la simbiosis, ya que
desencadenan respuestas de defensa de la planta que resultan en un bloqueo de la

infeccion [154].
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2.5 Especificidad mediada por la inmunidad innata del huésped

La inmunidad innata se refiere a su capacidad para detectar y responder rapidamente a
la presencia de patdgenos o microorganismos invasores, como hongos, bacterias o virus,
activando mecanismos de defensa preexistentes. En dicho contexto, las plantas
hospederas han desarrollado mecanismos de reconocimiento para distinguir entre

patogenos y simbiontes, y responder diferencialmente [155].

Dentro de los mecanismos de inmunidad innata en las plantas incluyen la presencia de
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, de sus siglas en inglés Pattern
Recognition Receptors), los cuales son capaces de reconocer patrones moleculares
asociados a microrganismos (MAMPs, de sus siglas en inglés Microbe-Associated
Molecular Patterns) y a patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs, de sus
siglas en inglés Patoghen-Associated Molecular Patterns), como ser componentes de la
pared bacteriana (LPS), proteinas citosodlicas, y moléculas efectoras, desencadenando
la activacion de los mecanismos tempranos de defensa de la planta. Algunos ejemplos
conocidos de PRR genes en las plantas incluyen los receptores de quinasa asociados a
flagelina (FLS2) que reconocen la flagelina bacteriana, el receptor de quinasa del acido
abscisico (BAK1) que reconoce diversos PAMPs [156], y los receptores tipo Nod (NLRs)

que detectan efectores secretados por patdégenos [157].

En dicho contexto, algunas bacterias utilizan los sistemas de secrecion tipo I, 1l y IV
(SSTII, SSTII y SSTIV) para secretar ciertas proteinas efectoras en las células de la
planta huésped, las cuales pueden activar o no, su respuesta de defensa [158]. A su vez,
diferentes géneros de a- y B-rizobios, utilizan este sistema de efectores con el fin de
promover la infeccidn e incluso en ciertas situaciones son el mecanismo necesario para

la nodulacion, independiente de la sintesis del NFs [159].

Otro mecanismo de las plantas involucra a los genes de resistencia (genes R), los cuales
en su mayoria codifican para receptores de superficie celular o intracelulares, los cuales
pueden activar o elevar una respuesta de defensa especifica. A modo de ejemplo, las
leguminosas pueden aprovechar el reconocimiento mediado por los genes R para evitar

ser noduladas por cepas deficientes en la fijacion de nitrégeno e interactuar
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selectivamente con cepas eficientes, como se observo con la cepa Rm41 de S. meliloti
[160].

3 Antecedentes del grupo de trabajo

3.1 Modelo de Estudio: La cepa UYPR 2.512 de Cupriavidus necator

La cepa UYPR2.512 de C. necator se aislé6 de un ndédulo de raiz presente en la
leguminosa arbodrea Parapiptadenia rigida en Uruguay. Esta cepa demostro ser capaz
de formar nodulos Fix* y promover el crecimiento tanto de su huésped original como de
la planta modelo M. pudica [42]. Los analisis filogenéticos indicaron que UYPR2.512
pertenece al género Cupriavidus, aunque en un clado separado de C. faiwanensis [42],
mientras que analisis posteriores revelaron su estrecha relacion con la cepa UFLA-0271
de Cupriavidus necator, lo que sugiere que UYPR2.512 pertenece a la especie necator
[161], [162]. En 2015, el genoma de UYPR2.512 de Cupriavidus sp. fue secuenciado y
anotado, revelando una longitud de 7.858.949 pb, divididos en 369 contigs. Este borrador
del genoma contiene 7.411 genes que codifican proteinas y 76 genes que codifican RNA
[163]. Hasta ese momento, el unico genoma secuenciado y publicado de un -rizobio
perteneciente al género Cupriavidus era el de la cepa LMG 19424T de C. taiwanensis
[139].

Al igual que se ha visto en otras cepas de los genomas del género Cupriavidus, en el
genoma de UYPR2.512 los operones nod y nif estan fuertemente compactados. Los
genes nod se organizan en un solo operdn precedido por una caja de nody se transcriben
de manera divergente a la unica copia del gen nodD presente en estos genomas [162],
[163], [164], [165], [166]. En este contexto, el genoma de la cepa LMG19424 de C.
taiwanensis contiene la isla simbidtica mas compacta (35 kb) (que contiene los genes
nod, nif y fix) identificada hasta la actualidad [139].

3.2 Hipétesis de trabajo

Nuestra hipotesis es que los B-rizobios utilizan mecanismos similares a los observados
en a-rizobios para el establecimiento de relaciones simbidticas con plantas hospederas,

sin embargo, también cuentan con estrategias exclusivas. La descripcion de estos
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mecanismos permitira desarrollar estrategias de aprovechamiento de este recurso
microbiano abundante en nuestro pais, asi como aumentar nuestro conocimiento sobre

las interacciones benéficas entre plantas y microorganismos.

3.3 Objetivo general y especificos

El objetivo general de este trabajo es establecer los mecanismos moleculares
involucrados en los primeros pasos de la interaccion entre el B-rizobio UYPR2.512 y la
leguminosa hospedera Mimosa pudica.

Para esto nos planteamos los siguientes objetivos particulares:
1) Definir la especie a la que pertenece la cepa UYPR2.512 y describir las principales
caracteristicas de su genoma.
2) ldentificar los cambios a nivel de la expresidn génica provocados por la luteolina
en UYPR2.512.
3) Evidenciar los metabolitos presentes en los exudados de Mimosa pudica en
presencia o ausencia de la bacteria simbionte UYPR2.512.

Con el fin de contestar los objetivos planteados se planteo la utilizacidn de tres abordajes
metodologicos complementarios comprendidos en las ciencias Omicas, como la
genomica, la transcriptomica y la metabolomica, las cuales se describiran en los

siguientes capitulos I, Il y IV.

Durante la realizacion de esta tesis de doctorado, se realizaron 2 publicaciones:

-M. Rodriguez-Esperon et al., “Genomics and transcriptomics insights into luteolin effects
on the beta-rhizobial strain Cupriavidus necator UYPR2.512,” Environ Microbiol, vol. 24,
Nov. 2021, doi: 10.1111/1462-2920.15845.

-C. Rodriguez-Esperdn et al., “Nodulation in the absence of nod genes induction:
alternative mechanisms involved in the symbiotic interaction between Cupriavidus sp.
UYMMaO02A and Mimosa pudica,” Environmental Sustainability, vol. 6, no. 3, pp. 383—
401, Jul. 2023, doi: 10.1007/s42398-023-00286-5.
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CAPITULO |

Descifrando el genoma de la cepa UYPR2.512 de Cupriavidus
sp.

Objetivo general

Definir la especie a la que pertenece la cepa UYPR2.512 y describir las principales

caracteristicas de su genoma.

Objetivos especificos

1. Definir la especie a la cual pertenece la cepa UYPR2.512.

2. ldentificar los genes y principales vias metabdlicas en el genoma relacionados al
género Cupriavidus y a la interaccion con plantas.

Resumen

La cepa UYPR2.512 de Cupriavidus sp, es un [-rizobio, capaz de formar asociaciones
simbidticas efectivas con plantas leguminosas. Fue aislada de Angico (Parapatadenia
rigida) y se determindé que pertenece al género Cupriavidus. Estudios gendmicos vy
filogenéticos demostraron su relacion cercana con especies como C. necator, C.
oxalaticus y C. taiwanensis. En el afio 2015 se presentd una version borrador de su
genoma, reflejando una version incompleta del mismo. Este capitulo se centré en el
analisis in-silico del genoma de la cepa UYPR2.512. El analisis filogenomico y estimacion
de distancias nucleotidicas para definir especies (ANI), sugiri6 que pertenece a la
especie necator. A su vez, con el fin de mejorar la calidad del genoma, se llevd a cabo
una nueva secuenciacion mediante tecnologia de lecturas largas (PacBio). A partir del
genoma, se infirieron algunas funciones que podrian estar expresandose en la bacteria.

Se estudiaron particularmente los genes caracteristicos de la especie necator, asi como
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los genes posiblemente involucrados en la interaccion entre UYPR2.512 y sus
hospederos. La cepa UYPR2.512 presenté un genoma de un tamano de 9,6 Mb,
compuesto por cuatro replicones cerrados. Presenta una isla simbiotica conservada de
unos 36 Kb, ubicada en el plasmido simbidtico (pSym), la cual incluye a los genes nod,
nify fix. En relacion a las caracteristicas gendmicas relacionadas al género Cupriavidus,
UYPR2.512 presenté mas de 50 genes involucrados en la exportacion y a la tolerancia
de diversos metales divalentes (Cu, Cd, Co, Ni, Zn), lo que sugiere una adaptacion a
ambientes potencialmente desafiantes. A su vez, se observaron genes involucrados en
vias periféricas y centrales de degradacién de una gran variedad de compuestos
aromaticos, asi como también en el metabolismo de PHB, reforzando su versatilidad
metabdlica. En cuanto a la interaccion con sus hospederos, la cepa UYPR2.512 mostro
la presencia de componentes de maquinaria de sistemas de secrecion (del SSI al
SSTVI), genes de quimiotaxis y movilidad bacteriana, asi como genes relacionados con
la simbiosis y la fijacion biolégica del nitrogeno. Estos hallazgos gendmicos aportan
valiosa informacion para comprender mejor los mecanismos subyacentes a la simbiosis
de UYPR2.512 con sus hospederos y su capacidad para prosperar en diferentes

ambientes.

1 Gendmica. Tecnologias de secuenciacion y NGS

Las primeras tecnologias de secuenciacion, desarrolladas por Sanger y Maxam-Gilbert
en 1977, marcaron el inicio del campo de la secuenciacion de ADN [167], [168]. Su
descubrimiento permitid estudiar el codigo genético de los seres vivos, inspirando a los
investigadores a buscar tecnologias mas rapidas y eficientes. Sin embargo, a partir del
2005, una nueva era de tecnologias de secuenciacion emergié con la aparicion de la
tecnologia 454 de Roche [169]. Estas nuevas tecnologias ofrecian analisis masivos con
un rendimiento mucho mayor (tamafo de lecturas en Gb, gigabyte), en menos tiempo y
a un costo considerablemente inferior al de las primeras tecnologias de secuenciacion.
Esto abrié nuevas perspectivas para la exploracion y el analisis de genomas. Estas
técnicas se denominaron Tecnologias de secuenciacion de préxima generacion (NGS,
por sus siglas en inglés Next Generation Sequence) o Tecnologias de secuenciacion de
alto rendimiento [170]. Las tecnologias NGS se dividieron en dos tipos: de primera y de
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segunda generacion, en funcion de su orden cronologico de aparicion y se caracterizan
por la preparacion de bibliotecas amplificadas previo a la secuenciacion [171].

No obstante, las tecnologias NGS siguen mejorando y tanto el numero como la
diversidad de secuenciadores ha aumentado de manera significativa en los ultimos afos.
Entre los avances recientes surgen las tecnologias de secuenciacion de tercera
generacion (TGS, de sus siglas en inglés Third generation sequence) [172]. A diferencia
de las de segunda generacion, se clasificaron como Tecnologia de secuenciacion de una
sola molécula [173], ya que pueden secuenciar una sola molécula sin la necesidad de
crear bibliotecas de amplificacion. Ademas, son capaces de generar lecturas mas largas
a costos mucho mas bajos y en menos tiempo.

Las diferentes plataformas de secuenciacion basadas en distintos instrumentos, ofrecen
diferencias en la cantidad de datos generados por corrida, la longitud promedio de las
lecturas, el tipo de lectura (extremos pareados o PE -paired-end- o extremo simple o SE
-simple-end-), los tipos de error mas frecuentes (indel, insercion o delecion, o sustitucion
o mismatch) y el porcentaje de error [174]. A continuacion, se listan las principales
caracteristicas de las diferentes plataformas; de primera generacion: ABI, Sanger; de
segunda generacion: 454, lllumina, Solid e lon Torrent; y de tercera generacién: PacBio
y Oxford Nanopore (Tabla 2).
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Tabla 2. Resumen de plataformas de secuenciacion y sus caracteristicas mas relevantes

Resumen de plataformas de secuenciacion y sus caracteristicas mas relevantes.

Se describen las principales caracteristicas de las plataformas de secuenciacion de primera, segunda y

tercera generacion. NA: no disponible, SE: single-end, PE: paired-end, M: millén, Gb: Gigabytes, Tb:

Terabytes. Tomada y adaptada de [174].

*depending on run module; NA: Not available; SE: Single End; PE: Paired End; M: Million; B: Billion; Gb: Gigabytes; Tb: Terabytes

Platform Instrument Reads per run IAe\:lggth’:::‘; Read Type Error Type E:;:r(% ) gea:arun ((G;:r)lerated Year
First Generation
. ABI Sanger ‘ 3730x1 96 7 400 - 900* | SE 7 NA ‘ 0.3 0.00069 to 0.0021 V 2002
Second Generation
. 454 [ GS20 200 7 100 SE, PE indel [ 1 [ 0.02 V 2005
. 454 [ GS FLX 400 [ 250 SE, PE indel 1 [ 0.1 ‘ 2007
454 GS FLX Titanium 1™ 450 SE, PE indel 1 0.45 2009
. . GS FLX . .
454 1™ 700 SE, PE indel 1 2011
Titanium+ 0.7
. 454 . GS Junior 100 . 400 SE, PE indel . 1 . 0.04 A 2010
454 GS Junior+ 100 700 SE, PE indel 1 0.07 2014
' lllumina [ MiniSeq 25M (maximum) 150 SE, PE mismatch 1 [ 7.5 (maximum) | 2013
. lllumina . MiSeq 25M (maximum) . 300 SE, PE mismatch . 0.1 - 15 (maximum) ‘ 2011
lllumina NextSeq 400M (maximum) 150 SE, PE mismatch 1 120 (maximum) 2014
. lllumina [ HiSeq 5B (maximum) [ 150 SE, PE mismatch [ 0.1 1.5Tb (maximum) ‘ 2012
lllumina HiSeq X 6B (maximum) 150 SE, PE mismatch 0.1 1.8Tb (maximum) 2014
SOLID 5500 W 3B 75 SE mismatch ~0.1 160 2011
. SOLID . 5500x1 W 6B . 75 SE mismatch ~0.1 . 320 ‘ 2013
lon Torrent PGM 314 chip v2 400.000-550.000 400 SE indel 1 0.06 to 0.1 2011
' lon Torrent [ PGM 316 chip v2 2M - 3M [ 200 SE . indel 1 [ 06to1 ‘ 2011
. lon Torrent [ PGM 318 chip v2 4M - 5.5M [ 400 SE ' indel 1 [ 1.2t02 ‘ 2013
lon Torrent lon Proton 60M - 80M 200 SE indel 1 10 2012
. lon Torrent . lon S5/S5XL 520 3M - 5M . 400 SE indel . 1 . 1.2t02 ' 2015
lon Torrent lon S5/S5XL 530 15M-20M 400 SE indel 1 03 to 05 2015
' lon Torrent [ lon S5/S5XL 540 60M - 80M [ 400 SE ‘ indel 1 [ NA ‘ 2015
. Third Generallonr 7 7 7 7 A
PacBio RS C1 432 1300 SE indel 15 0.54 2011
. PacBio ' RS C2 432 - 2500 SE indel ' 15 - 05t01 ‘ 2012
PacBio RS C2 XL 432 4300 SE indel 15 0.5t01 2012
' PacBio [ RS 11 C2 XL 564 [ 4600 SE ‘ indel | 15 ‘ 05t 1 ‘ 2013
. PacBio ' RS 1IP5C3 528 ‘ 8500 SE ‘ indel ' 13 ' 05to1 ‘ 2014
PacBio RS 11 P6 C4 660 13500 SE indel 12 05to1 2014
PacBio [ Sequel 350 7 10000 SE [ NA 7 NA 7 7 . 2016
A Oxford Nanopore [ MinlON Mk 100 [ 9545 1D,2D 4 indel/mismatch [ 12 [ 1.5 [ 2015
Oxford Nanopore = PromethlON NA 9846 1D,2D NA NA 2Tb to 4Tb 2016
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Las técnicas NGS comparten la capacidad de secuenciar una gran cantidad de
fragmentos de ADN de forma paralela en un corto lapso, con un alto rendimiento a partir
de multiples muestras y a un menor costo [170].

A su vez, comparten un abordaje metodoldgico semejante que se puede resumir en cinco
pasos: 1) segmentacion del ADN en fragmentos, 2) marcaje del ADN por medio de
cebadores o adaptadores que indican el punto de partida para la sintesis de ADN, 3)
amplificacion de los fragmentos de ADN marcados con adaptadores por métodos
basados en reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), 4) secuenciacion y 5)
reconstruccion de la secuencia completa por medio de secuencias de referencia y
exportacion a ficheros de almacenamiento de datos [175].

Algunas aplicaciones incluyen la secuenciaciéon de genomas y la anotacion de genes, la
secuenciacion de ARN (cuantificacion de transcritos o RNA-seq) y amplicones de PCR
(por ej. secuenciacion masiva de genes que codifican para subunidad 16S del ARNr
bacteriano). Son utilizadas para identificar marcadores epigenéticos, identificar
interaccidon ADN-proteina, determinar estructura de cromatina (ChlP-Seq, Methyl-seq,
DNase-seq), entre otras aplicaciones mas utilizadas. Los métodos de secuenciacion de
NGS se diferencian principalmente por la forma en que se preparan las muestras de ADN

o ARN y las opciones de analisis de datos utilizadas.

A continuacion, se detallan las metodologias de secuenciacion lon Torrent, lllumina y

SMRT de PacBio, ya que fueron las utilizadas en este trabajo.

1.1 Secuenciacion por semiconducciéon mediante lon Torrent

Esta tecnologia involucra la utilizacion de un chip de secuenciacion, formado por
micropocillos, los cuales contienen microesferas con grupos o cluster de ADNc
(previamente fragmentados, purificados y amplificados), ligados a las mismas mediante
adaptadores (Fig. 8). Los nucledtidos se van agregando de forma secuencial a los
pocillos, en el caso de que el nucledtido sea incorporado, se libera un protén, lo cual
provoca un cambio en el pH del pocillo, el cual es detectado como un cambio de voltaje
en cada cluster. Este cambio es detectado por un sensor o transistor de efecto de campo

sensible a iones (ISFET, de sus siglas en inglés lon-Sensitive Field-Effect Transistor)
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acoplado a un circuito integrado, ubicado en el fondo de cada micropocillo y convertido
en una sefal de voltaje que es proporcional al numero de nucleotidos incorporados.

Para la identificacion del tipo de nucledétido agregado, inicialmente se adiciona solo un
tipo de base en el pocillo y el sensor ISFET detectara o no el voltaje dependiendo de la
complementariedad de la base. Si esta no es complementaria, se agrega otro nucle6tido
hasta que se detecte voltaje. Este tipo de secuenciacion difiere de los demas tipos en
gue no se usan nucleétidos modificados quimicamente, la deteccion no se realiza por
meétodos oOpticos, sino por deteccion de cambios en el pH, siendo una tecnologia de
secuenciacion mas simple y rapida (< 3 h/corrida). Por otro lado, presenta la limitacion
de la longitud de los fragmentos de ADN a ser secuenciados, la cual alcanza una longitud

de lectura de hasta 400 pb y con un rendimiento que puede alcanzar los 10 Gb por

TAVAVAVAN
\\ //. - VW
NS - TAVAVAVAN

A Sensor (ISFET)

corrida.

A

A A A
Micropocillo de Microesfera  Adaptadores Fragmentos de ADNc
secuenciacion
B Cc D
Nucleoétidos Nucleétidos Nucledtidos

=

Tiempo Tiempo

Figura 8. Esquema del proceso de secuenciacion por semiconduccién en lon Torrent.

Se indican en: (A) La tecnologia de secuenciacion utiliza transistores de campo sensible a iones (ISFET)
en los micropocillos de secuenciacion, donde cada microesfera, mediante la adicion de adaptadores a un
extremo, tiene fragmentos de igual tamafio unido. La secuenciacion ocurre mediante el agregado de forma
secuencial y controlada de cada nucledtido a los micropocillos, al registrarse un cambio de voltaje (AV),
debido al cambio de pH (ApH). (B) Si en un micropocillo no se adicionan nucleétidos a la cadena naciente,
no se registra un AV (B), a diferencia de aquellos micropocillos donde un nucleétido es adicionado (C).

Cuando en un micropocillo se adiciona mas de un nucleétido debido a repeticiones continuas de la misma
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base en la secuencia, el AV sera proporcional al nimero de nucleétidos adicionados (D). Luego de haber
registrado la presencia o ausencia del AV en un ciclo, se lavan las moléculas del nucleotido que no fueron
adicionados y el ciclo puede repetirse mediante la inyeccion de un nucleétido diferente. Tomado y adaptado
de [175].

1.2 Secuenciacion por sintesis (SBS) mediante lllumina

Esta tecnologia de secuenciacion por sintesis (SBS, de sus siglas en inglés Sequencing
by Shyntesis), desarrollada por la compafiia Solexa, que actualmente pertenece a
lllumina, utiliza una celdilla o superficie de secuenciacion la cual tiene ligado, mediante
adaptadores, fragmentos de ADNCc, los cuales fueron previamente fragmentados vy
purificados (Fig. 9). La técnica utiliza cluster de ADN amplificados y nucleotidos
modificados con fluoréforos. Cada ciclo de secuenciacion identifica los nucleotidos
incorporados en cada grupo. Después de capturar imagenes, se remueven los
fluoréforos y se continua el proceso de secuenciacion. Esta secuenciacion permite la
obtencion de salida de datos que van desde 300 kb (kilobases) hasta multiples Tb
(terabases) en una sola corrida, dependiendo del instrumento [176].

A B
Nucledtidos
Celdillas con ADN e M“ modificados
ligado mediante ‘
adaptadores J PN
Cejdillas

Y Secuenciacion y
( andlisis de dalos

Celdilla con cluster
amplificados por
PCR de puente

Figura 9. Esquema del sistema de secuenciacion por sintesis utilizado por lllumina.

Se indican en: (A) La tecnologia utiliza celdillas que contienen fragmentos de ADN ligados mediante
adaptadores, los cuales son amplificados por PCR de puente, generando grupos o clusteres. (B) La adicion
de nucledtidos fluorescentes, modificados con un terminador limita cada ciclo de sintesis a la adicion de
un solo nucleétido por fragmento a secuenciar. Luego de que el nucleétido se agregé a la cadena naciente,

se capturan cuatro imagenes para identificar al nucleétido que se agregd en cada clister. Una vez que se
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resuelven los nucleétidos adicionados en un ciclo de secuenciacion en cada cluster, el fluoréforo, asi como
el bloqueo del sitio 3’ se escinden quimicamente y se procede a un nuevo ciclo de secuenciacion. Tomado
y adaptado de [176].

1.3 Secuenciacion SMRT-seq de PacBio

La secuenciacidon en tiempo real de una sola molécula (SMRT, de sus siglas en inglés
Single Molecule Real Time Sequencing), desarrollada por Pacific BioSciences (PacBio),
es una tecnologia de secuenciacion definida como de tercera generacion (TGS) [177].
Esto es debido a que captura la informacion de la secuencia durante el proceso de
replicacion de la molécula de ADN objetivo y no requiere una pausa entre los pasos de
lectura (Fig. 10). La secuenciacion ofrece lecturas mas largas (entre 40 y 60.000 nt) y en
menor tiempo que los métodos SGS, pero se ve obstaculizada por un rendimiento mas
bajo, una tasa de error mas alta y un costo por nucle6tido mas alto. A su vez, a diferencia
de la secuenciacion por SBS (lllumina) o por lon Torrent, no requiere la generacion de

clusteres.

Se utiliza una plataforma de secuenciacion, la cual esta equipada con un dispositivo
llamado Chip de célula unica (SMRTbell, de sus siglas en inglés Single Molecule Real-
Time Cell), que contiene micro pozos donde se capturan moléculas de simple cadena de
ADN. Este es un ADN circular monocatenario cerrado que se crea ligando adaptadores
de horquilla a ambos extremos (de secuencia conocida) del fragmento de ADN a
secuenciar (ADNc), con lo cual, al desnaturalizarse, dicho fragmento queda circularizado
convirtiéndose en una molécula simple cadena. La SMRTbell es colocada en un chip
llamado “celda SMRT” (Fig. 10), el cual difundira en una unidad de secuenciacion,
denominada guia de ondas de modo cero (ZMW, de sus siglas del inglés Zero Mode
Waveguides). Esta unidad de secuenciacion contara con la ADN polimerasa, la cual
reconoce los adaptadores y un conjunto de 4 nucleétidos marcados con fluoréforos en
los extremos trifosfatos. El fluor6foro se escinde tras la formacion del enlace fosfodiéster
durante la sintesis del DNA y se registrara la emision de fluorescencia del nucleotido que
se esta adicionando. Los procesos de sintesis en todos los ZMW de una celda SMRT se
registran mediante una "pelicula" de pulsos de luz, y los pulsos correspondientes a cada

57



ZMW se pueden interpretar como una secuencia de bases llamada lectura continua larga
(CLR, de sus siglas en inglés Long Continous Reading).

A ADNc B Celda SMRT
l_ SMRTbell
\ / /
Adaptadores ¢ Unidad ZMW
SMRTbell )
® [+] e
¥ R
. Q
' . Fluorescencia Fluorescencia
Nucleétidos ADN polimerasa Excitacion
marcados
c D
Adaptadores
‘ ey
I ' - ' < Molde —_— ‘_f ?— 1— « Lectura
. I . . <4 Cadena t Inserto
naciente
@ (=} o EEEETET—
g SE— <« Sublecturas
3 —_
g v
..g -~ | I— —_— « Consenso
i
Tiempo

Figura 10. Secuenciacion de molécula unica en tiempo real (SMRT).

Se indican en : (A) La tecnologia de secuenciacién SMRT utiliza nucledtidos marcados con un fluoréforo
diferente en el extremo trifosfatado, adaptadores que circularizan al fragmento de ADNc a secuenciar y
una ADN polimerasa, (B) Un SMRTbell difunde en una unidad de secuenciacion ZMW y el adaptador se
une a la polimerasa inmovilizada en la parte inferior, (C) La secuencia se obtiene al excitar con laser a los
fluoréforos que marcan a cada nucleétido, y debido a que la ADN polimerasa inmoviliza al nucleétido
modificado mientras este se incorpora a la cadena naciente, el fluoréforo de este nucledtido emitird
fluorescencia durante mas tiempo que los nucleétidos que difunden libremente en la solucién, (D) Luego
de la remocion de los adaptadores las sublecturas se alinean para obtener una secuencia consenso.

Tomada y adaptada de [178].

1.4 Estructura de los genomas de rizobios

Los genomas bacterianos se encuentran mayoritariamente constituidos por un
cromosoma principal, que incluye la mayoria de los genes necesarios para el
mantenimiento de las funciones celulares basicas (genes esenciales o genes
housekeeping, del inglés).

Ademas del cromosoma principal, se ha demostrado que muchas bacterias poseen otras
moléculas de ADN con la capacidad de replicarse, denominadas replicones secundarios.

Los replicones secundarios incluyen a los plasmidos, megaplasmidos y crémidos, los
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cuales se clasifican de acuerdo con su tamafo y a su contenido génico. Las moléculas
de ADN de tamafo menor a 350 Kb se denominan plasmidos, mientras que los replicones
de tamafio mayor a 350 kb se denominan megaplasmidos, y si ademas contienen genes
esenciales, se denominan cromosomas secundarios o cromidos [179].

En general los cromidos tienen una composicion de nucleétidos y un uso de codones
muy similares al de los cromosomas con los que estan asociados [180]. Tanto cromidos
como megaplasmidos poseen sistemas de replicacion y particion similares a los
encontrados en plasmidos. Estos replicones presentan bajo numero de copias vy
contienen sistemas de replicacion y mantenimiento que aseguran su particion a las
células hijas tras la division celular. Estos loci incluyen los genes repA, repB y repC, los
cuales codifican para proteinas involucradas en la replicacion y en un origen de
replicacion (oriV) [181]. A su vez, la presencia de los genes parB y parA, los cuales
codifican para una proteina que se une a un sitio similar a un centromero parS, y para
una ATPasa (la cual separa y dirige las moléculas del plasmido hacia cada polo celular),
se ha reportado [182]. Ademas, la presencia de sistemas de toxina-antitoxina que
incluyen los sistemas Phd (proteina asociada a la prevencidn de la muerte del huésped)
- Doc (proteina de muerte al curar) y VapC (proteina asociada a la virulencia C) -
(antitoxina para VapC), contribuyen al mantenimiento y estabilidad de los plasmidos, y lo
realizan mediante un mecanismo general en el cual la union de la toxina labil a la

antitoxina estable, evita su pérdida o degradacion [183].

Aproximadamente un 10% de las bacterias presentan genomas multipartitos, formados
por cromosomas Y replicones secundarios, siendo esta caracteristica particularmente
comun en miembros de las familias Rhizobiaceae y Burkholderiaceae [184]. En estas
bacterias el tamafno de los genomas suele ser casi el doble o mas del tamafio medio del
genoma bacteriano, lo cual podria reflejar la adaptacion a entornos complejos vy
altamente competitivos tales como el suelo y/o la rizosfera [179]. En dicho contexto, la
presencia de replicones secundarios le confiere funciones accesorias, especificas o
asociadas al nicho, como por ejemplo la presencia de genes relacionados con la
resistencia a metales [185], la degradacion de compuestos aromaticos [186],
relacionados a la simbiosis y a la FBN [187], [188].
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1.4.1 Ubicacion y contenido de las islas simbidticas

Los genes bacterianos necesarios para establecer una relacion simbidtica con
leguminosas hospederas se conocen como genes simbioticos e incluyen tanto a los
genes necesarios para el reconocimiento entre los simbiontes (genes nod, nol, noe)
como aquellos implicados en la fijacion biologica del nitrégeno (genes nif, fix, fdx) [189].
En algunos a-rizobios como S. meliloti 1021 y R. legquminosarum bv. viciae 3841, los
genes simbidticos se encuentran en megaplasmidos, denominados “plasmidos
simbidticos” pSymA (1,35 Mpb) y pRL10 (0,49 Mpb) respectivamente. Mientras que, en
otros rizobios, como ser Bradyrhizobium, Mesorhizobium y Azorhizobium, los genes
simbidticos se encuentran asociados a su cromosoma, y se encuentran agrupados en
regiones especificas denominadas “islas simbidticas”, formando parte de elementos
conjugativos integradores (ICE, de sus siglas en inglés Integrative Conjugative Elements)
[190].

A pesar de que es comun encontrar a los genes simbioticos agrupados formando estas
“islas”, existe una variacion considerable en el numero y contenido génico entre los
diversos rizobios (Fig. 11) [31]. En particular considerando los genes nod, nol y noe, esto
se refleja en diferentes sustituyentes y modificaciones de los NFs, lo cual afecta la
especificidad de la interaccion con plantas huéspedes [106]. Con respecto a los genes
nif, A. caulinodans tienen 15 genes, S. melilotiy R. lequminosarum bv. viciae tienen un
conjunto restringido de 9 y 8 genes nif, respectivamente [191]. En base a estas
diferencias, y que aun en la ausencia de alguno de esos genes, las bacterias siguen
siendo capaces de ejercer su funcion como rizobio, hasta la actualidad no existiria un

conjunto minimo de genes que lo definan como tal.
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Figura 11. Organizaciéon y contexto gendmico de los genes nod, nol y noe de diferentes especies de
rizobios.

A la izquierda se muestra un arbol filogenético construido por maxima verosimilitud en base a los genes
simbidticos y a la derecha los érdenes y agrupamientos de los genes involucrados en la simbiosis. Los
genes nod centrales estan coloreados en verde, los genes nod accesorios en naranja, los genes noe en

amarillo y los genes nol en marron. Tomado de [192].

1.4.2 Genes simbioticos en (B-rizobios

En todos los B-rizobios que se han analizado hasta la fecha, los genes simbidticos se
encuentran agrupados en una isla simbidtica compacta y conservada (Fig. 12), ubicada
en megaplasmidos. Particularmente, la cepa LMG19424 de C. taiwanenesis presenta un
plasmido simbidtico de 560 kb (pRalta), que incluye una de las “islas simbiéticas” mas
compactas conocidas (35 kb), compuesta por los genes nodQUSAHJICBD,
nifAENXQWVBZHDK, y fixXCBAU [164]. De las 583 secuencias codificantes presentes
en el plasmido pRalta, 207 son secuencias de elementos transponibles (TE, de sus siglas
en inglés Sequences of Transposable Elements), siendo una caracteristica que también
se observa en muchos de los plasmidos pSym y en los ICE de los a-rizobios, lo que es
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consistente con la movilidad de estas regiones y su herencia a través de la transferencia
lateral o horizontal de genes [164].
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Figura 12. Comparacion de islas simbioticas de diferentes 3-rizobios.

El tamafio de cada isla simbiética se indica debajo de los nombres de las cepas. Los genes pertenecientes
a los operones nod/nif/fix se indican en rojo/verde/azul respectivamente, y los genes relacionados con
transposones se colorearon en negro. Otros colores representan genes que no pertenecen a los operones

mencionados anteriormente. Tomado de [193].

Si bien en los a-rizobios estan presentes los genes que conforman el operon nif, en 3-
rizobios no se han encontrado homologos a los genes fixNOQP y fixGHIS, los cuales
codifican para un citocromo oxidasa terminal que funciona a bajas concentraciones de
oxigeno y para fixL, el cual codifica para una proteina sensora de oxigeno, en los
genomas de [(-rizobios [194], [195], [196]. Sin embargo, en el género Cupriavidus, se
encontré que el cromosoma de LMG de C. taiwanensis contiene un operon, ccoNOQP,
que codifica para una oxidasa de tipo cbb3 con una alta afinidad por el oxigeno que
podria cumplir la misma funcion de fixNOQP [194]. Contrariamente, no se detecto la
presencia de ninguna oxidasa de tipo Cbb3 en los genomas de rizobios del género
Paraburkholderia [195]. Sin embargo, el analisis del transcriptoma de nddulos de
Phaseolus vulgaris (frijol comun) infectados por Paraburkholderia phymatum STM815,
reveld una fuerte induccion de los genes que codifican para un citocromo O ubiquinol
oxidasa, sugiriendo que este sistema seria importante para la respiracion de los rizobios
dentro del nodulo. A su vez, el analisis transcriptomico de una mutante en cyoB (parte
del complejo citocromo O ubiquinol oxidasa), mostr6 una menor expresién de la
nitrogenasa en comparacion con la cepa salvaje, apoyando la importancia de cyoB en el

establecimiento de una simbiosis efectiva [197].
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1.5 Genes relacionados con la interaccién planta-microorganismo

1.5.1 Quimiotaxis y movilidad del flagelo

La quimiotaxis es un mecanismo mediante el cual las bacterias detecta sustancias a
diferentes concentraciones denominados quimioatractantes, y en respuesta ajustan su
movimiento, dirigiéendose hacia los que les resultan favorables o alejarse de los que les
resultan perjudiciales. Estos compuestos pueden ser moléculas liberadas por otros
organismos (fuentes de carbono y nitrégeno), aceptores finales de electrones, iones,
neurotransmisores, moléculas de sefializacion de quorum, asi como hormonas vegetales
[198].

En proteobacterias, la quimiotaxis se lleva a cabo a través de los quimiorreceptores
sensores denominados proteinas de quimiotaxis aceptoras de metilo (MCP, de sus siglas
en inglés Methyl Chemotaxis Proteins). Estos quimioreceptores estan formados por un
dominio periplasmico como ligando y un dominio de sefalizacion que funciona como un
sitio de union citoplasmico y por las proteinas CheA y CheW [199]. Estas proteinas
forman un complejo ternario en el que la unién de una sefal al quimiorreceptor modula
la actividad de CheA, lo que resulta en la fosforilacion de CheY. Luego CheY-P se une
al motor flagelar y cambia su direccion de rotacion, lo que afecta el comportamiento de
natacion de la bacteria para navegar en un gradiente quimico. La sensibilidad del sistema
se ajusta mediante la accion de las enzimas CheR y CheB, esenciales para la
quimiotaxis, y la eliminacién o inactivacion de estas enzimas interrumpe este proceso
[200].

La quimiotaxis, la movilidad y la adherencia a diferentes superficies son mediadas por
estructuras celulares de la bacteria, como los flagelos y los pilis (T-pilus), y en
proteobacterias se ha reportado que los genes che, mot y fli codifican para proteinas que

participan en estos procesos [201].

1.5.2 Sistemas de secrecion

Los sistemas de secrecion (SS) bacterianos son complejos proteicos que se encuentran

en la membrana celular de las bacterias y desempefan un papel crucial en la secrecion
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de moléculas, de modo que puedan interactuar con el medio extracelular o con otras

células.

Hasta la fecha, se han descrito 11 familias diferentes de SS (SSTI-SSXI) en bacterias
[202]. Los efectores a ser translocados suelen ser proteinas, enzimas, complejos
nucleoproteicos, ADN solo o pequefias moléculas, dependiendo del sistema. Estos
sustratos pueden ser translocados al medio extracelular o inyectados en el citoplasma
de una célula receptora, que puede ser eucariota o procariota. A continuacion de
describiran de forma resumida los sistemas de secrecion bacterianos mas estudiados
[203] (Fig. 13).

El SSTI es un complejo heterotrimero, ejemplificado por el sistema de hemolisina, que
involucra tres componentes. La proteina HlyB, una proteina de multiples dominios
transmembrana, ubicada en la membrana interna que lleva un dominio de union y de
hidrolisis de ATP en su lado citosolico. La proteina de membrana externa TolC, y una
proteina de fusién de membrana periplasmica HlyD, la cual interactua tanto con HIyB, y
con TolC de modo de generar un canal continuo que se extiende desde el citosol hasta
el medio extracelular, evitando por completo el periplasma [204]. Los sustratos a ser
transportados por este sistema no llevan péptidos sefales dependientes del sistema Sec,
sino que en su lugar tienen una sefal de direccionamiento no escindible en el extremo
c-terminal que los dirige hacia HIyB. Proteinas, enzimas, toxinas y factores de virulencia
pueden ser transportados por este sistema [203].

El SSTII esta codificado por 13 genes centrales que conforman la via secretora general
(GSP), generalmente formando el operon, gsp [205]. El sistema se puede subdividir en
tres subcomplejos: (1) un complejo de la membrana externa, que incluye el canal secretor
(conocido como secretina) formado por GspD y GspS; (2) un complejo de la membrana
interna llamado plataforma de ensamblaje, que incluye GspC, GspF, GspL y GspM,
GspN, una ATPasa hexamérica citoplasmatica GspE; (3) el pseudopilus, que esta
formado por la pseudopilina principal GspG y las pseudopilinas menores GspH, Gspl,
GspJ y GspK [203]. A su vez, la prepilina peptidasa GspO, necesaria para el
procesamiento proteolitico de las pseudopilinas GspGHIJK a una forma madura lista para
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el ensamblaje del pseudopilus. Otras dos proteinas GspA y GspB, facilitan la correcta
localizacion de GspD en la membrana externa. Estas proteinas colaboran en la
transferencia de GspD desde la membrana interna hasta la membrana externa,
asegurando su correcta posicion y funcién en el complejo de la membrana externa del
sistema [206].

A su vez, el SSTII incluye otras dos vias de exportacion de proteinas, las cuales se
denominan dependientes de Sec (transporta sustratos no plegados) e independientes de
Sec o conocida como via de translocacion de arginina gemela (TAT, de sus siglas en
inglés Twin Arginie Translocation), la cual transporta sustratos plegados a través de la
membrana interna. La via Sec consiste en un canal de translocacion de proteinas
formado por el contacto de dos complejos heterotriméricos SecYEG y SecDFYajC, los
cuales estarian involucrados en la translocacion de las moléculas desde el citoplasma
hacia el periplasma. Por otro lado, el multicomplejo TatABC, esta formado por la proteina
TatA que forma el canal de transporte mientras que las proteinas TatBC actuan como un
complejo receptor que reconoce el péptido seial de la proteina a translocar [207].

Cabe destacar que el SSTII, a pesar de transportar moléculas efectoras hacia el espacio
extracelular, forma parte de una superfamilia mucho mas amplia de sistemas que
comparten componentes homaélogos, que incluyen el pilus de tipo IVa y IVb [208], el pilus
de adherencia fuerte (Tad) ([209], el pilus de hemaglutinina sensible a manosa [210] y el
pilus de competencia [211].

El SSTIllI es una nanomaquina compleja compuesta por proteinas que forman una
estructura conocida como inyectosoma que crea poros en la membrana del huésped. A
través de estos poros, con la ayuda de una estructura flamentosa "tipo aguja" ubicada
en la membrana interna, las moléculas efectoras pueden ingresar al citosol de la célula
huésped [212]. Su principal mecanismo de secrecion ha evolucionado a partir del SSTIII
responsable del autoensamblaje de los flagelos bacterianos [213], llegando a secretar
una diversidad mucho mayor de proteinas sustrato. Uno de los primeros sistemas mas
estudiados ha sido el de especies patogenas del género Yersinia (genes ysc) [214] a
partir de los cuales se han encontrado homadlogos en otras bacterias. Ademas de ser

importantes en la virulencia en patégenos bacterianos, también son utilizados por
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algunas cepas de rizobios en interacciones simbidticas con sus leguminosas hospederas
[215].

Los SSTIV son sistemas de transporte de macromoléculas que pueden ser utilizados por
las bacterias para enviar material genético o proteinas a células huésped. Se dividen en
dos subfamilias principales: sistemas conjugativos y sistemas patogénicos, formados por
varias proteinas con diferentes funciones [216]. Los sistemas estan compuestos por
proteinas nombradas de VirB1 a VirB11, que se pueden dividir en tres categorias:
proteinas citoplasmaticas asociadas a la membrana interna con actividad ATPasa (VirB4,
VirB11, VirD4), proteinas que forman el canal o core (VirB6, VirB8, VirB10, las mas
conservadas) y proteinas que se encuentran en la membrana externa formando la

estructura conocida como pilus o T-pilus (VirB2, VirB3, VirB7 y VirB9) [217].

Los SSTV difieren de otros sistemas de secrecion en el sentido de que se secretan a si
mismos o se autotransportan a través de la membrana externa, a expensas de la
hidrolisis de ATP. Se clasifican en subtipos del Va al Ve, y comparten la presencia de
una o dos proteinas. Las proteinas o “dominios pasajeros" son transportados
exclusivamente a través de la membrana externa, después de la exportacion
dependiente de Sec o Tat al periplasma [218]. En los subtipos Va, Vc, Vd y Ve, el dominio
pasajero esta fusionado al dominio de la membrana. Particularmente, el subtipo Vb,
presenta la via de secrecion de dos componentes (TPS, de sus siglas en inglés Two
Protein Secretion), compuesta por la proteina pasajero genéricamente llamada TpsA, la
cual esta separada de su transportador TpsB [219]. En dicho contexto, se ha reportado
que distintos sistemas TPS secretan dominios pasajeros o efectores, con actividad
enzimatica (lipasas, proteasas), adhesinas involucradas en la adhesion a superficies del
huésped o receptores, y colonizacion mediante formacion de biopeliculas [220].

El SSTVI ha sido estudiado recientemente y gran parte de la informacion disponible se
ha obtenido a través de analisis de homologia de secuencias in sillico. Fue descubierto
inicialmente en bacterias patdégenas, como E. coli, asi como en otras proteobacterias,
incluyendo P. aeruginosa, V. cholerae y B. cenocepacia y presenta una alta similitud con
los mecanismos de accion de los fagos [221]. El sistema esta compuesto por 13 proteinas
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estructurales centrales codificadas por los genes fss, y por genes accesorios
denominados fags [222]. Su estructura basica consta de un complejo transmembrana
(TssMLJ), una placa base citoplasmatica (TssEFGK), un doble tubo, donde la parte
exterior esta formada por una vaina contractil (TssBC) y la parte interior por la proteina
Hcp (proteina corregulada con hemolisina) (TssD). Esta proteina termina en el dispositivo
de inyeccién formado por la proteina VgrG y una pequena proteina que tiene un dominio
caracteristico PAAR (dominio prolina-alanina-alanina-arginina), el cual facilita la
secrecion de efectores, como proteinas con actividad lipolitica (lipasas), DNasas y
peptidoglicanasas, desde la membrana externa hacia la célula diana.[223]. Una ATPasa,
codificada por tssH (ClpV), desarma la estructura del SSTVI para su reciclaje.

Typel Type Va w Ve Type IV Type VI
R Effton peotsins
Edfy: bt promss o

o . Edfictor prowirs
Adhesies, Frowases toing DiA-potein compleres g

'y Hosteell 4 [ Y
P e
Plasa I~

mamrans |

T gelus
“i_ 4 B Hep

B AN I ..‘—.,‘,jf,{p‘,u AN ol Guss g

e AY 1 8 T
Oty | Al [ W
wewbase | \ e 1 ‘\ I/ =

\ L by Ll

A )
Poiplasts 3D . \ |
' B . E JemE, Dol
Torim arginine R
o targp ting (Fat) Y = .

Tager ’ SsDEFOY [ L.
tmehrase HiB ‘ WU’MEI '?'f;crmz:_ } =1 E"NA

‘ y / PR b e
e \' \ N B g VY l ' )
Qlogam » . ° 4 o « (PppA >

ure AN . 4P e / xr S
. /
. L e
| 52300y
. " —d

_ ~— L

Figura 13. llustraciéon resumida de los principales sistemas de secrecién bacterianos.
Se indican los mecanismos utilizados por los diferentes sistemas de secrecién bacterianos, las proteinas
involucradas y su ubicacién celular y moléculas efectoras a ser transportadas. Imagen obtenida de la

anotacion realizada con el servicio web KAAS y la base de datos KEGG. Tomado y adaptado de [224].
2 Materiales y métodos

2.1 Clasificacion de la cepa de UYPR2.512 de Cupriavidus sp., en base a la
informaciéon genémica disponible

Se descargaron todos los genomas del género Cupriavidus disponibles en el NCBI (al

2018) asi como algunos genomas de miembros representativos de la subfamilia beta
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proteobacterias. En total se incluyeron 71 (Tabla suplementaria S1 del Anexo) genomas
que comprenden 40 especies. Las secuencias codificantes de los 71 genomas fueron
traducidas a aminoacidos usando la herramienta transeq incluida en el paquete de
EMBOS [225]. Los genes ortdlogos entre los distintos genomas fueron identificados
aplicando un umbral minimo de identidad del 40% usando el algoritmo OrthoMCL v1.4,
incluida en el programa get _homologues.pl v23102017 [226]. Se seleccionaron 22
grupos de proteinas ortélogas, las cuales se alinearon utilizando el método G-INS-i con
el programa MAFFT v7.182 [227]. Las regiones de baja homologia se eliminaron
utilizando el programa Gblocks [228]. Para cada uno de los grupos se construyé un arbol
filogenético empleando el método de maxima similitud (Maximum Likelihood) con el
programa RAxXML v8.2.3, usando la opcion PROTGAMMAAUTO [229]. Para cada arbol
obtenido, se estimd la significancia de los nodos mediante la realizacion de 1000
bootstrap. Finalmente, el arbol de especies se obtuvo con ASTRAL-III [230]. Los
miembros del género Cupriavidus potencialmente noduladores se identificaron por la
presencia de los genes nod, empleando la herramienta BLASTp.

Luego se seleccion6 al menor grupo monofilético que contuviera a todas las cepas
nodulantes dentro del género de los Cupriavidus, realizandose una nueva reconstruccion
filogenética con la misma metodologia descrita previamente, pero esta vez empleando
1.155 grupos de ortologos identificados entre estos genomas.

De forma complementaria se realizd el analisis de la identidad media de nucledétidos
(ANI, de sus siglas en inglés Average nucleotide identity) entre los genomas de
UYPR5.512 y 18 genomas de cepas y especies mas cercanas filogenéticamente (Tabla
4). Dicho analisis se realizd empleando el script anirb disponible en
enveomics.blogspot.com desarrollado por L.M. Rodriguez. Estos analisis fueron
realizados en colaboracion con el Laboratorio de Biologia Computacional, del
Departamento de Desarrollo Biotecnolégico (Instituto de Higiene, Facultad de Medicina),
por la estudiante Lucia Balastrazzi.
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Tabla 3. Cepas del género Cupriavidus utilizadas para el analisis ANI.

Nombre de la cepa

Identificador del genoma en el

banco de datos del NCBI

C. necator N1T
C. necator A5-1
C. necator PHE3-6
C. necator H16
C. necator NBRC 102504
C. pinatubonensis JMP134
Cupriavidus sp. UYMMa02A
Cupriavidus sp. amp6
Cupriavidus sp. NH9
Cupriavidus sp. UYPR2.512
Cupriavidus sp. SK4
Cupriavidus sp. GA3-3
Cupriavidus sp. IDO
C. taiwanenesis LMG19424
C. taiwanenesis STM6018
C. taiwanenesis STM6070
C. necator NBRC 102504
C. alkaliphilus

C. nantogensis

GCA_000219215.1
GCA_000744095.1
GCA_001853325.1
GCA_000009285.1
GCA_001598755.1
GCA_000203875.1
GCA_001725945.1
GCA_000426345.1
GCA_002011925.2
GCA_000379565.1
GCA_000611125.1
GCA_000389805.1
GCA_000812465.1
GCA_000069785.1
GCA_000472465.1
GCA_000372525.1
GCA_001598755.1
GCA_900094595.1

GCA_001598055.1

2.2 Obtenciéon del ADN genémico y secuenciacion del genoma de UYPR2.512

La cepa UYPR2.512 de C. necator se cultivo en medio LB (Medios de cultivos y
soluciones de Anexos) durante 18 h a 30 °C, con un agitador rotatorio a 200 rpm. Los
cultivos se centrifugaron a 5,000 x g durante 10 min y el ADN se aisl6 y purifico mediante
la utilizacion del kit de aislamiento y purificacidén comercial Genomic-tip 100/G (QIAGEN,
Alemania), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Se eligié este método

dado que se minimiza la agitacion durante la purificacion, lo que permite obtener
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fragmentos de ADN de tamarios de entre 50 y 150 Kb, lo cual es necesario para obtener
lecturas de buena calidad al secuenciar con la tecnologia SMRT.

La calidad y pureza del ADN gendmico obtenido fue verificada mediante la realizacion
de geles de agarosa 1%. El ADN gendmico purificado fue secuenciado por Macrogen
(Macrogen Inc, Corea) con la tecnologia SMRT cell 8Pac V3 (Pacific Biosciences)
(versidn 2) y utilizando el kit de unidn de polimerasa de ADN P6 (PacBio) y el reactivo de
secuenciacion de ADN 4.0 v2.

2.2.1 Ensamblaje y anotacion del genoma de UYPR2.512 de C. necator

El ensamblaje del genoma se realizé mediante el software Canu [231] y la anotacion se
realizo en el servidor web RAST (Rapid Annotations Subsystems Technology) [232]. El
anélisis se complementd con la anotacion mediante el servidor online KAAS (KEGG
Automatic Annotation Server). Este servidor proporciona anotaciones funcionales de
genes mediante comparaciones BLAST (busqueda de nucledtidos) contra la base de
datos curada Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). El resultado contiene
asignaciones de KO (KEGG Orthology) y vias metabdlicas KEGG generadas
automaticamente [233]. A su vez, utilizando la herramienta BLASTn, BLASTx y BLASTp
del NCBI (National Center for Biotechnology Information), se realizdé una busqueda por
homologia de secuencia, de genes y/o proteinas claves que codifican y/o intervienen
para otras actividades de interés que no fueron anotadas por el servicio web RAST o
KAAS.

Para realizar la representacion circular del genoma bacteriano ensamblado, se utilizo el
software Circos [234]. La secuencia completa del genoma de la cepa UYPR2.512 de C.
necator se encuentra disponible en el NCBI con ID de BioProyecto PRINA720661, y
numero de acceso CP074381-CP074390.

2.2.1.1 Busqueda de genes caracteristicos del género Cupriavidus

Se busco la presencia de los genes crtR, ciA, copZ, cutA, cutE, corC, copS, chask?2,
cusR/cusS, cztS/silS, relacionados con la homeostasis del cobre. Asi como también de
los genes bdhA, aaS, phaABC, phaF, EH, y HBP, implicados en la sintesis y degradacion
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del PHB y los genes ben, tmoABCDEF, pob, qui, bph, cat y pca, involucrados en las
principales rutas de degradacion de diversos compuestos aromaticos [86].

2.2.1.2 Busqueda de genes relacionados con la interaccion planta-bacteria

Se buscé la presencia de genes involucrados en las etapas de reconocimiento y la
colonizacion radicular, como ser la adhesion bacteriana y quimiotaxis (genes che), y
relacionados a la sintesis y movilidad flagelar (MCP, aer, flh, fli, mot, flg). A su vez, se
buscaron genes codificantes para los sistemas de secrecion: SSTI (to/C y hly), SSTII
(gsp, secy tat), SSTIII (ysc), SSTIV (genes pil), SSTV (Tps), SSTVI (Vgr, PAAR, cip, hcp,
imp, lip, lcm), entre los principales. También, se buscaron los genes implicados en la
nodulacién y en la fijacion bioldgica del nitrégeno (nod, fix, nif, noe, nol), en la sintesis y
degradacion de fitohormonas (aldh y iac) y en la sintesis, adquisicion y regulacion de
sideroforos (pvs, exb y fur). La organizacion gendmica de algunos genes de interés se
compard con la organizacion de homoélogos visualizado mediante el servidor RAST,
presentes en otras B-rizobios y en bacterias del mismo género como ser la cepa tipo
LMG 19424 de C. taiwanensis. La anotacidon de los genes y los estudios de homologia

fue realizada mediante la misma metodologia que en el punto anterior.

3 Resultados

3.1 Clasificacién taxonémica de la cepa UYPR2.512

El analisis de 71 genomas representantes de la familia Burkholderiaceae nos permitio
identificar 22 proteinas ortélogas. En base a estos resultados, se construy6 un arbol de
especies que evidencia cuatro ramas conteniendo cepas de rizobios dentro del género
Cupriavidus (Fig. 14). Estas ramas se encuentran a su vez en un grupo monofilético,

separado de otro grupo de Cupriavidus que no tienen representantes rizobianos.
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Burkholderiaceae.

Tree scale: 1
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Figura 14. Arbol filogenédmico del género Cupriavidus y cepas seleccionadas pertenecientes a la familia

Arbol consenso construido en base a 22 genes ortdlogos. El recuadro azul indica una rama con
representantes de Cupriavidus noduladores y no noduladores. Se indican con un cuadrado gris las cepas
capaces de nodular. A la derecha se indican los identificadores de acceso segun el Catalogo de genomas

ensamblados (GCA, de sus siglas en inglés Catalog of Assembled Genomes) de cada uno de los genomas
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utilizados provenientes de la base de datos del NCBI. Los circulos de color violeta indican las ramas que

recibieron un soporte de bootstrap igual o mayores a 0.75.

Para mejorar la resolucion de la filogenia, se seleccionaron las cepas de Cupriavidus que
contenian los genes nod y se realizé una nueva busqueda de ortdlogos. Se obtuvieron
en este caso un total 1.155 genes con los que construyé un nuevo arbol (Fig. 15). El
analisis mostro que UYPR2.512 se encuentra en un clado junto con las cepas de C.
necator, revelando por primera vez la existencia de cuatro clados dentro de los

Cupriavidus que contienen rizobios.

' 7
Cupriavidus sp. UYMMa02A

\_Cupriavidus pinatubonensis JMP134 )
(Cupnawdus sp. IDO )
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Cupriavidus taiwanensis STM 6018
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Cupnavidus sp. GA3-3
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Figura 15. Relaciones filogendmicas entre cepas y especies de Cupriavidus que contienen rizobios.

Arbol construido en base a secuencias proteicas de 1,155 genes ortélogos. Los recuadros grises indican
los 4 clados que incluyen especies nodulantes y los cuadrados de color gris indican a las cepas capaces
de establecer relaciones simbiéticas. Los circulos de color violeta indican las ramas que recibieron un

soporte de bootstrap igual o mayores a 0.75.

De forma complementaria al analisis filogenomico, se realiz6 el analisis de la identidad
media de nucleotidos (ANI) entre los distintos genomas (Tabla 4). Tomando en cuenta
que un valor de ANI mayor entre 95-96% indicaria que dos cepas pertenecen a la misma
especie [235], la cepa UYPR2.512 mostré un valor de 96,26% con la cepa tipo de C.
necator, por lo cual se sigiere que pertenece a la especie Cupriavidus necator (Figura
15). A su vez, los resultados mediante ANI, sugieren que UYPR2.512 es la cepa mas

divergente dentro de las necator, ya que el resto presentan valores mas cercanos y de
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hecho se confirma al ser la mas basal, segun el estudio filogenomico (Fig. 15). Con
respecto a las otras especies, por ejemplo en el caso de la cepa 6070 de C. taiwanensis,
mostro un valor ANI semejante a otras dos cepas no pertenecientes a las taiwanensis
(C. alkaliphilus y C. oxalaticus), en comparacion a las cepas taiwanensis dentro del
mismo clado. Lo cual sugirid, que la cepa 6070 de C. taiwanensis, estaria mal anotada.

Tabla 4. ANI entre los genomas de distintas cepas del género Cupriavidus.
Los valores de ANI en color negro indican valores de similitud menores al 94%, en color naranja de entre

94 y el 95%, mientras que los valores en color rojo indican similitudes mayores al 95%.

Strain 1 2 3 1 5 6 7 8 0 10 11 12 13 4 15 16 17 18 19

1 C. pinatubonensis IMP134 X 8000 8386 8370 8387 8384 8396 8390 S£4.09 £407 8391 S£373 S4.04 S387 8401 8372 8386 8375 8379
GCA_000203875.1

2 Cupriavidus sp. UYMMa02A 8000 X 8456 8443 8435 8431 8420 8438 8462 B457 S440 S433 8528 B443 8458 8429 8449 B434 MM
GCA_ 0017255451

3 Cupriavidus sp. IDO 8386 8456 X 86.78 8553 8566 8548 8557 8560 8572 85,17 8643 86156 8664 86567 S6.04 86.19 8626 8625
GCA_000812465.1

{ C. necator A5-1 8379 8442 8676 X 8844 8830 8828 8860 8872 8888 8841 89532 8980 90.17 90.14 8079 8090 80883 8090
GCA_000744005.1
C. tatwanensts LMG 19424 8388 8435 8554 8846 X 19.03 95.80 8871 S840 R086 89.71 8065 R081 8076 0001 8982 8099
GCA_000069785.1

6 (. taiwanensis STM 6018 8385 8431 8555 8841 99.( X 9589 8871 S840 8986 8964 8950 8078 8074 9000 8975 899G
GCA_000472465.1

7 C. tafwanensis STM 6070 8306 8430 8548 8820 X 8883 8833 RO85 8057 8047 8082 8067 8099 8076 SOM
GCA_000872525.1

8  C. alkaliphilus 8300 8438 8557 8861 9389 9380 X 8884 8841 9036 9001 9005 9002 9.11 9.2 901 907
GCA_900004595.1

9 C. nantongensis S408 8461 8558 8871 X 8882 8832 %45 90.14 9006 90.11 9036 9239 92025 90.31
GCA_001508055.1

10 C. oralaticus NBRC 13593 8407 S457 8572 SSS87T S870 S871 SS83 8885 8882 X S840 S80S SST75 SSRGS SBRT4 SBSTO BSR2 SSNT
GCA_001592245.1

11 Cupriavidus sp. ampb 8301 8440 8517 8841 S840 S840 8833 =841 8820 X R7.70 8811 8828 R840 SR RR43 R8I35 8851
GCA_000426345.1

12 Cupriavidus sp. NH9 8373 S4536 S642 8920 8986 8989 8984 9036 9052 S846 8T8 X Q01 NG 9236 9236 9255 920 N5

GCA_002011925.1
13 Cupriavidus sp. UYPR2512 8404 8520 8615 8080 8970 8944 8957 9002 90.13 8868 8811 90199 X
GCA_000379565.1

14 C. necator N-1 S387 8443 8664 9018 8966 8960 8947 92006 W06 8875 8828 90203 5 X
GCA_000219215.1

15 Cupriavidus sp. SK-4 8401 8458 8657 9014 SO81 8978 8982 0002 9011 8883 S840 92355 ) 0 X
GCA_000611125.1

16 C. necator PHE3.6 83.72 8420 8604 8078 8076 89.74 89067 00.11 0036 8874 8820 0235 6 %67 X
GCA_001853325.1

17 Cupriavidus sp. GA3-3 8387 8449 8619 8099 9002 9000 8998 9022 9030 S879 8843 90254 1 0.1 0 8 )58 X
GCA_000389805.1

18 C. necator H16 83.76 8433 8626 8087 8082 8974 8075 0001 0023 8882 8836 0219 0.08 )20 ¢ X
GCA_000009285.2

19 €. necator NBRC 102504 8379 S444 8625 8990 8998 8993 8994 %007 9031 8887 8851 9235 1 ) .72 )42 3 0 X

GCA_001508755.1

3.2 Descripciéon del nuevo genoma

Mediante la re-secuenciacion del genoma de UYPR2.512 (version 2) utilizando la
tecnologia PacBio, se obtuvieron 18.759 lecturas, totalizando 9.605.692 pb
secuenciados, lo que representa una cobertura del genoma completo 37,5 veces (37.5X).
El ensamblado del genoma generd 10 contigs (tig00000001, tig00003541, tig00000004,
tig00000105, tigd0000006, tigd0000107, tig0000103, tig0000106, tig000000104 vy
tig000003540), con un tamano total del genoma de 9,6 Mb. De los 10 contigs obtenidos,
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cuatro correspondieron a moléculas cerradas (tig00000001, tig00003541, tig00000004 y
tig00000107), 3 tienen tamanos semejantes a megaplasmidos, pero no lograron cerrarse
(tig00000105, tigdO000006, tigd000103) vy los otros 3 estaban formados por una unica
lectura o secuencias con muy baja cobertura (tigd00000104, tig00000106, tig00003540)
(Tabla 4).

En funcién de su tamafo y siguiendo la clasificacion propuesta en la bibliografia [179],
[180], [192] el genoma de UYPR2.512 estaria compuestos por un replicon principal
tig00000001 (con un tamarfo de 4,1 Mb, clasificado como cromosoma o chr1), y por un
segundo replicon tig00003541 (con un tamaro de 2,8 Mb, clasificado como cromosoma
2 o chr2). Se decidio llamar cromosoma 2 a este contig debido a que codifica para genes
de mantenimiento conservados como ser vapB, vapC, doc y phd, y varios ARNr y ARNt
(Tabla 4). Los restantes contigs se nombraron de acuerdo a la nomenclatura utilizada
para designar plasmidos de rizobios [236] partiendo de pCne512a a pCne512e, de
acuerdo al tamafio de menor a mayor, o nombrados como no asignados (NA, de sus
siglas en inglés Non-Assigned) si estaban compuestos por secuencias repetidas o por
una sola lectura. El replicon denominado pCne512e (tig00000004), con un tamarfo de
771 Kb se definié como el plasmido simbibtico (pSym), ya que contenia los genes nod,
nif y fix, mientras que el replicon pCne512b (tig00000107) de 388 Kb seria el segundo
plasmido cerrado. Los tres contigs restantes fueron nombrados como pCne512d, de 516
Kb, pCne512c, de 487 Kb y pCne512a de 381 Kb.

La anotacion del genoma mediante el servidor web RAST [232] identifico 9.808
secuencias codificantes (CDS), de los cuales 69 corresponden a ARN de transferencia
(58 en el chr1, 10 en el chr2 y uno en el pCne512e) y 15 a distintas subunidades de ARN
ribosomal (cinco juegos completos de subunidades 5S, 16S y 23S, tres en el chr1 y dos
en el chr2). En dicho contexto, mas del 70% de los CDS se distribuyeron entre chr1 'y
chr2 (Tabla 6). El contenido de GC del genoma se estimo6 en 64,59%, valor similar al
descrito en la primera versién del genoma (65.25%) [163] y dentro del rango informado
para miembros de la familia Burkholderiaceae [237]. El contenido GC del chr1 y chr2, se

estimaron en 66,0% y en 66,1% respectivamente, siendo mayor al contenido GC
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estimado en los plasmidos, como también se ha observado en otras especies del género
Cupriavidus [164].
Tabla 5. Caracteristicas generales del genoma ensamblado de UYPR2.512

Se indican el nombre asignado a cada contig, la longitud de la secuencia (pb), el nimero de lecturas, el

total de secuencias codificantes (CDS) y el contenido GC (%). En negrita se indican las moléculas

circulares.
. Longitud Numero o o

Contig Nombre (pb) Lecturas de CDC (% CDS) % GC

tigd0000001 Chr 4.137956 7.261 4.246 43,3% 66,0
tigd0003541 Chr2 2.841.770 6.541 2.858 29,1% 66,1%
tig00000004  pCne512e 770.893 1.767 863 8,8% 59,4%

(pSym)

tig00000105 pCne512d 516.130 815 471 4,8% 60,5%
tig00000006 pCne512c 486.770 859 508 5,2% 61,9%
tigd0000107  pCne512b 387.719 795 422 4.3% 60,7%
ig00000103  pCnedi12a 5 g4q 33 674 353 3,6% 62,0%
tig00000106 NA 32.064 33 21 0,2% 64,2%
tig00000104 NA 24173 13 19 0,2% 64,1%
t|900003540 NA 27.284 1 47 0,5% 56,5%
Total 9.605.692 18.759 9.808 64,6%

En la figura 16, se muestra una representacion circular de chr1, chr2, pCne512e (pSym)
y pCne512b y en la figura 17 se representan todos los contigs en una unica molécula

circular.
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pCne512e

pSym

Figura 16. Representacion circular de los 4 replicones cerrados del genoma de UYPR2.512.
De afuera hacia adentro: escala de tamafio en Mb, contigs ensamblados, secuencias de codificacion
anotadas en orientacion sentido y antisentido, y sesgo de GC para el cromosoma 1 (chr1), el cromosoma

2 (chr2) y los dos plasmidos cerrados pCne512e (pSym) y pCne512b.
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Figura 17. Representacion circular de los contigs ensamblados.
De afuera hacia dentro se indican los nombres de los contigs ensamblados, las secuencias codificantes

anotadas en orientacion sentido y anti-sentido, y el sesgo de bases GC.

3.2.1 Mejoras de la secuencia del genoma respecto a la version anterior.

La nueva version del genoma reduce el numero de contigs de 369 a 10 y agrega
alrededor de 2 Mb de secuencia, la cual codifica para 2.146 genes que no habian sido
descritos en la version anterior (version 1), llevando el tamano del genoma de
UYPR2.512 a 9,6 Mb (Tabla 6). Entre ellos, se describieron siete nuevos ARNt: Arg-ACG,
Ala-TGC, lle-GAT, Thr-GGT, Gly-TCC, Tyr-GTA y Arg-CCG. La mayoria de los nuevos
genes descritos se ubicaron en los plasmidos, lo que llevé a un aumento en su numero
de genes al 37,2 % en el pCne512b, y al 74,7 % en el pCne512d. Ademas, en esta nueva
version del genoma, se consiguio anotar la secuencia completa de todas las subunidades
de ARNr de UYPR2.512.
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Tabla 6. Caracteristicas principales del nuevo genoma y valores comparativos con la version anterior.

Se indica los valores de longitud (pb) y nimero de genes para cada replicon, asignados a cada contig.

En negrita se indican los replicones en los cuales se observé un mayor aumento en el numero de genes.

version_2 del genoma

Cobertura de la version_1

Aumento en la version_2

Contig Nombre Longitud #genes Longitud Genes Longitud Genes

tig00000001 Chr1 4.137.956 4.447 3.915.61 94,6% 4.102 922% 222345 54% 345 7,8%
tig00003541 Chr2 2.841.770 2.906 2.743.21 96,5% 2.762 95,0% 98.552 3,5% 144 5,0%
tig00000004 pCne512e 770.893 866 416.905 54,1& 430 49,7% 353.988 459% 436 50,3%

(pSym)

tig00000105 pCne512d 516.130 471 134480 26,1% 119 253% 381.650 73,9% 352 74,7%
tig00000006 pCne512c 486.770 508 144.086 29,6% 138 27,2% 342.684 70,4% 370 72,8%
tig00000107 pCne512b 387.719 422 227.239 58,6% 265 62,8% 160.480 41,4% 157 37,2%
tig00000103 pCne512a 380.993 353 88.212  23,2% 98 27,8% 292.781 76,8% 255 72,2%
tig00000106 NA 32.064 21 - 0% - 0% 32.064 100% 21 100%
tig00000104 NA 24173 19 - 0% - 0% 24173 100% 19 100%
tig00003540 NA 27.824 47 - 0% - 0% 27.824 100% 47 100%

3.3 Anotacion funcional del genoma de UYPR2.512

3.4 Genes involucrados en funciones de replicaciéon y mantenimiento de los
replicones

Con el fin de establecer si las moléculas capaces de replicarse eran efectivamente

replicones se buscaron los genes implicados en el mantenimiento y la replicacién de

plasmidos. Mediante el servicio web RAST, se identificaron homologos a los genes repB,

parA y parB, los cuales estan involucrados en la replicacion y particion de plasmidos
[238] (Tabla 7). La presencia de los genes parA (ID = 6430), parB (ID = 6429) y repB (ID
= 6431) en el contig tigd0000105, los genes parA (ID = 5374), parB (ID = 5373) y repB
(ID = 5375) en el contig tig00000006 y los genes parA (ID = 5618) y repB (ID = 6519 al
5620) en el contig tig00000103, sugiere que estos replicones son plasmidos y por lo

tanto, se denominaron pCne512d, pCne512c y pCne512a, respectivamente. Ademas, se

identificaron los sistemas toxina-antitoxina Phd/Doc (proteina asociada a la prevencion

de la muerte del huésped) y VapC/VapB (proteina C asociada a la virulencia)

involucrados en el mantenimiento de plasmidos [239] en los replicones pCne512e,

pCne512b y pCneb512d. A su vez, la presencia de homologos al gen frhl (que codifica

para una ADN helicasa/relaxasa) y el gen traD (que codifica para una proteina de
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acoplamiento tipo 1V) en los replicones pCne512e y pCne512b, sugeriria que estos dos
plasmidos son movilizables, mientras que la presencia adicional de genes que codifican

un SSTIV en pCne512b sugiere que se trata de un plasmido conjugativo [240].

Tabla 7. Presencia de genes relacionados a la replicacién, conjugacién y mantenimiento en el crémido y
plasmidos en UYPR2.512.

Replicon Genes relacionados con la Genes relacionados Sistemas de
particion y la replicacion con la conjugacion (ID) mantenimiento y
(ID) estabilizacion (ID)
Fip (8438) vapB (9112)
arA (8266
hio s E8267; repA (8441) vapC (9113)
ropB (8264) tadA (8443) doc (8115)
P tadB (8444) phd (8116)
pCne512e gZ ’g Ejg;g traD (4568) doc (5063)
(pSym) repB (4576) trhl (4574) phd (5062)
traD (6745)
pCne512b parg Eg;j;; trhl (6649) doc (6508)
‘r’e B (6740) trbB (6748) phd (6509)
P trbE (6751)
vapB (6249)
pCne512d parA (6430) vapC (6250)
parB (6429) ND
repB (6431) doc (6099)
phd (6098)
parA (5374)
pCne512c parB (5373) ND ND
repB (5375)
pCne512a parA (5618) ND ND

repB (5619-5620)

3.4.1 Caracteristicas gendmicas de la cepa UYPR2.512 relacionadas a la especie
necator

3.4.1.1 Sistemas involucrados en la tolerancia a metales

En el genoma de UYPR2.512 se identificaron varios genes que codifican para posibles
proteinas pertenecientes a las superfamilias que incluyeron: (1) familias de facilitadores
de difusién de cationes (CDF), (2) bombas de eflujo impulsadas por proteinas de la
superfamilia de resistencia, nodulacion y division celular (RND), (3) transportador de
iones cromato (CHR) y (4) ATPasas del tipo P (Tabla 8).

Formando parte de los sistemas de transporte CDF, se identifico el gen czeD (ID = 4107,
4843, 507) con cuatro copias, ubicadas en el chr1, el cual codifca para una proteina de

membrana interna, la cual esta involucrada en el transporte activo de cobalto, zinc y
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cadmio (Co/Zn/Cd), hacia el periplasma. A su vez, czcD actua como represor del sistema
CZC, el cual incluye el operdn czcABC. El sistema completo CZC esta formado por CzcA
ubicada en la membrana interna, la proteina de anclaje periplasmico CzcB y la proteina
de membrana externa CzcC [185]. A si mismo, se observaron varias copias adicionales
del operdon czcABC, cuatro copias czcA (ID = 4854 y 4855, 7542, 8123, 8787), cinco
copias de czcB (ID = 4856, 1685, 7543, 8124, 8788) y cinco copias de czcB (ID = 4853,
7544, 8125, 8789), ubicadas en los cromosomas. Sin embargo, en este caso las
proteinas codificadas por dicho operdn formaban parte de un sistema de transporte RND,
también involucrado en la resistencia a Co/Zn/Cd. La utilizacion de estos sistemas de
resistencia a metales y su ubicacion gendmica, ha sido observada en otras cepas de
Cupriavidus, como ser CH34 de C. metallidurans [241].

Como integrantes de los sistemas CHR se identificaron los genes chrBACF (ID = 9271
al 9274) formando parte de un posible operdn, el cual codifica para posibles proteinas
implicadas en la resistencia a compuestos con cromo, organizacion conservada en
genomas del género Cupriavidus [241]. Los genes chrA, chrB, chrC, y chrF codifican para
una bomba de eflujo, para un posible regulador transcripcional, para una superperoxido

reductasa y para un factor de represion transcripcional (Tabla 9) [242].

Parte de los sistemas de transporte mediante ATPasas tipo P se encontraron varios
genes involucrados en la resistencia a Cu/Zn/Cd, plomo y mercurio, distribuidos tanto en
el chr1 como en el chr2. Se identificaron 4 copias del gene ciA (ID = 49, 485, 493, 7220),
los cuales codifican para proteinas involucradas a la resistencia de metales divalentes.
Aguas abajo de la copia ciA (ID = 49), se identifico un posible regulador transcripcional
crtR (ID = 48) de respuesta a Cu*', y junto a este gen se identifico el gen copZ (ID = 50)
quien codifica para una chaperona de cobre relacionada con la regulacion del metal.
Aguas arriba de otras de las copias ciA (ID = 7220) se observaron diversos genes
posiblemente implicados en su regulacion; copS y copR los cuales codifican para un
sistema de dos componentes involucrado en la transduccion de sefales, en el que CopS
(ID = 7223) es la proteina sensora y CopR codifica para un potencial factor de
transcripcion regulador de la respuesta a cobre (ID = 7224).
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A su vez, implicados en la resistencia al cobre, se identificd un posible operén copABCD
(ID = 7885 al 7888), en el cual CopA es una oxidasa multicobre periplasmatica, que al
formar un complejo junto con CopB ubicada en la membrana externa, constituyen el
minimo sistema para evitar niveles toxicos de cobre. Por otro lado, CopD es una proteina
de membrana que esta involucrada en el transporte activo de cobre desde el periplasma
al citoplasma de la célula y la proteina CopC que es un regulador de la homeostasis del
metal dentro de la célula, organizacion que ha sido observada en el género Cupriavidus
[185]. Aguas arriba al operdn cop, se observaron los genes cusR/cusS (ID = 7889, 7890),
que codifican para reguladores transcripcionales de dichos genes. Seguido a cusR/cusS,
se identifico chasE2 (ID = 7891), el cual codifica para una proteina con un dominio sensor
extracelular conservado en receptores transmembrana involucrados en vias de
traduccion de sefales de dos componentes 10.1128/JB.185.1.285-294.2003. A su vez,
anotados como genes que codifican para proteinas involucradas en la tolerancia a
cationes divalentes, se encontraron los genes cutA (ID = 4011) y corC (ID = 780), y cutE
(ID = 799), que también estarian asociados a la homeostasis de cobre.

Involucrados en la resistencia de metales se encontraron posibles reguladores
hmrR/trmeR (ID = 248, 9268) de la familia merR de reguladores transcripcionales
bacterianos en respuesta al sensado de metales [243], los cuales activan la transcripcion
de genes aguas abajo, muchos de los cuales codifican para bombas de eflujo [244].
También, se identificd zraR (ID = 9049, 9050), el cual interactua con sigma 54 y regula
la expresion de genes relacionados con la resistencia a zinc. Finalmente, el gen anotado
con la ID = 7486, el cual codifica para un mercurio reductasa, fue el unico encontrado

implicado en la resistencia a mercurio.
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Tabla 8. Caracteristicas y ubicacion gendémica de genes relacionados con los principales mecanismos
implicados en la homeostasis de metales en UYPR2.512

Se muestras los diferentes sistemas de resistencia/expulsion de metales pesados que incluyen proteinas
pertenecientes a las familias de facilitadores de difusion de cationes (CDF), bombas de eflujo impulsadas
por proteinas de la superfamilia de resistencia, nodulacion y division celular (RND), transportador de iones
cromato (CHR) y ATPasas del tipo P.

Sistema Genesl/proteinas relacionadas Sustrato Funcion asociada Replicon
de a la homeostasis de metales para
transporte (ID) transportar
CDF czcD (4107, 4843, 507) Co/Zn/Cd Proteina de unién a membrana, Chr1
represor del sistema czc
czcAlcusA (4854y 4855 Co/zZn/Cd CzcA: transportador de membrana, Chr1
RND czcB/cusB (4856, 1685) CusA: Bomba de eflujo de cationes
czcC (4853) CzcB: proteina de anclaje
periplasmico de unién a metales
CzcC: Proteina de membrana
czcABClcusA externa del sistema de eflujo Chr2
(7542 al 7544)
czcABC (8123 al 8125) Chr2
czcABC (8787 al 8789)
Regulador  czrR/cusR (ID = 7889), cusS (ID Co/zZn/Cd czrR/cusR: Regulador de respuesta Chr2
=7890) a metales pesados, de union al ADN
curS: Histidina quinasa sensora de Chr2
metales pesados
Regulador hmrR/frmeR (ID = 248, 9268) Co/zZn/Cd Regulador transcripcional, familia Chr2
MerR
Regulador  zraR (ID = 9049, 9050) Zn Proteina reguladora de respuesta Chr2
del sistema de dos componentes
dependiente de sigma-54 y zinc.
- no asignado (7486) Hg Mercurio reductasa (oxidoreductasa Chr2
dependiente de FAD y NAD(P)-
disulfuro. Familia PF00070)
CHR chrBACF (9271 al 9274), chrB Cr ChrB: regulador transcripcional Chr2,
(6560) ChrA : proteina de membrana pCne512b
(bomba de eflujo)
ChrC: superoxido dismutasa Chr2
ChrF: represor transcripcional Chr2
ATPasa de CciA (485, 49, 493) Cu ATPasa transportadora de plomo, Chr1
tipo P CiA(7220) cadmio, zinc y mercurio (EC 3.6.3.3) Chr2
(EC 3.6.3.5) /Proteina translocadora
de cobre (EC 3.6.3.4)
Regulador  criR (48) Cu Regulador transcripcional sensible a Chr1
Cu+1
- copZ (50) Cu Chaperona Chr1
- cutA (4011) met. diva. Proteina periplasmica Chr1
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Sistema Genes/proteinas relacionadas Sustrato Funcion asociada Replicon

de a la homeostasis de metales para
transporte (ID) transportar
- cutE/CorC (799 y 800) metales cutE: Apolipoproteina N- Chr1

divalentes  aciltransferasa
corC: Proteina de eflujo de
magnesio y cobalto

- copDCBA (7885 al 7888) Cu copD: Transportador de cobre copC: Chr2
Regulador de la proteina CopD
copB: forma un complejo con CopA,
implicado en la resistencia al cobre
copA: Multicobre oxidasa

- COpSR (7223 y 7224) Cu Proteina sensora de cobre Chr2

- chasE2 (7891) metales Sistema sensor de dos Chr2
divalentes =~ componentes

A pesar de la importancia bioldgica del hierro, puede ser toxico si se acumula en exceso
o si se encuentra en formas reactivas que generan especies ROS [245].

Varios estudios han demostrado que desempena un papel fundamental en diferentes
procesos bioldgicos. El hierro tiene un rol directo en la competencia por los rizobios
durante la colonizacion radicular [246] y es un cofactor muy importante de la nitrogenasa
[247]. Ademas, uno de los mecanismos utilizados por las bacterias para la captacion de
este metal es la sintesis, excrecion y la posterior recaptacion de sideréforos [247]. El
genoma de la cepa UYPR2.512 presenta 10 genes relacionados con la adquisicion y
sintesis de sideroforos (Tabla 9). Entre ellos se encuentran genes pvseDCBA (ID = 237
al 241) implicados en la biosintesis de un sideréforo del tipo catecol similar a la
vibriobactina [245]. Se identificaron los genes exbB (ID = 894), tonB (ID = 9182) y exbD
(ID = 893) que codifican para un complejo de proteinas responsable de energizar el
transporte activo de sideréforos (y otras moléculas) a través de la membrana externa.
También se identificé un gen (ID = 1794) que codifica para un receptor de membrana
externa dependiente de TonB, que actua como receptora del complejo hierro-sideréforo
(ID = 1794). También relacionado al transporte de este metal, se identificaron tres genes
que codifican para proteinas de un sistema de transporte del tipo ABC (ID = 8365 al
8367), ubicados en el segundo cromosoma. Corriente abajo de este sistema se identificd
un homologo al gen fur (ID = 8372), que codifica para el regulador transcripcional

conservado en bacterias FUR, implicado en la homeostasis de hierro. Ademas, se
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identificd una segunda copia del gen fur (ID = 3612) en el chr1. Sin embargo, esta copia
codificaria en realidad para un regulador del tipo PerR, miembro del a familia Fur,

implicado en la respuesta al estrés oxidativo [248].

Tabla 9. Caracteristicas y ubicacion gendémica de genes relacionados con la homeostasis del hierro en
UYPR2.512.

Anotacion Rast/Manual Genes/proteinas (ID) Funcion asociada Replicon
Adquisicién de  hierro y pvsEDCBA (237 al 241) PvsE: Vibrioferrina descarboxilasa Chr1
metabolismo. Sintesis  de PvsD: Proteina formadora de
vibrioferrina enlace vibrioferrina-amida

/Sideroéforo sintetasa

PvsC: Transporte a través de la
membrana de la Vibrioferrina
PvsB: Proteina formadora de
enlace vibrioferrina-amida
PvsA: Vibrioferrina
ligasa/carboxilasa

Sistemas de transporte Ton/Tol exbB (894) Proteina transportadora/sistema Chr1
de transporte de sideroforos
férricos
Sistemas de transporte Ton/Tol sin nombre asignado Receptor de sideroforo Chr1
(9182) dependiente de TonB
Estrés oxidativo fur (3612) Regulador transcripcional Chr1
Adquisicion de  hierro y fur (8372) Proteina reguladora de la Chr2
metabolismo adquisicion del i6n férrico

3.4.1.2 Degradacion de compuestos aromaticos

Se identificaron genes implicados en las vias periféricas y centrales de degradacion de
compuestos aromaticos, en particular aquellos implicados en las vias del catabolismo del
catecol (genes cat) y del protocatecuato (genes pca) (Tabla 10 y Fig. 18).

Los genes benABCD (ID = 2269 al 2272), codifican para el complejo enzimatico formado
por la benceno 1,2-dioxigenasa y la 1,2-dihidroxiciclohexa-3,5-dieno-1-carboxilato
deshidrogenasa, involucrado en la degradacion aerobia de benzoato, cuyo producto es
dirigido hacia la via del catecol. A su vez, se identificaron los genes badlHR (ID = 7392
al 7394), involucrados en la degradacion anaerobia de benzoato. También se
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identificaron los genes benK (ID = 2029) y benE2 (ID = 3104) posiblemente implicados
en el transporte del benzoato.

Por otro lado, se identificaron genes involucrados en la degradacién del tolueno,
incluyendo los genes tmoABCDEF (ID = 4298 al 4303) que codifican para el complejo
enzimatico tolueno monooxigenasa (EC:1.14.13.2361.14.13.-), codificado en el
pCne512e (pSym). Una segunda copia de los genes tmoD, tmoE y tmoF (ID = 6012 al
6015) se identificd en el pCne512.

También, se observaron genes involucrados en el transporte y degradacion de
hidroxibenzoato (ID = 2170, 7993, 8535, 9241 y ID = 7986), respectivamente. El gen
pobA codifica para la enzima p-hidroxibenzoato 3-monooxigenasa (EC:1.14.13.2), que
cataliza la conversion del 4-hidroxibenzoato en protocatecuato (3,4 hidroxibenzoato).

A su vez, se encontré un grupo de genes, bphHJ2D (ID = 8857, 8858, 8859) y bphC (ID
= 8892), los cuales codifican para enzimas involucradas en la degradacion de bifenilo,
para ser convertido en catecol.

Tabla 10. Caracteristicas, funcion y ubicacion gendmica de genes relacionados con la degradacion de

compuestos aromaticos en UYPR2.512.

Compuesto Genes/proteinas (ID) Funcion asociada Replicon
(Anotacion Rast)
Tolueno tmoABCDEF (4298 al 4303)  Tolueno-4-monooxigenasa, subunidadades  pCne512e
TmoA, TmoB, TmoC, TmoD, TmoE, TmoF (pSym)

tmoDEF (6012 al 6015) Tolueno-4-monooxigenasa, subunidadades  pCne512d
TmoD, TmoE, TmoF

Quinato quiB (3643, y 7562) 3-deshidroquinato  deshidratasa Il (EC Chr1
4.2.1.10)
benK (2029) Transportadior de benzoato de la familia de Chr1
Benzoato benK (7451, 7452, 7611, transportadores tipoMFS Chr2
9060)
benDCBA (2269 al 2272) benD:1,2-dihidroxiciclohexa-3,5-dieno-1- Chr1

carboxilato deshidrogenasa (EC 1.3.1.25)
benC: Benzoato 1,2-dioxigenasa,
componente de ferredoxina reductasa
benB:Subunidad (3 de benzoato 1,2-
dioxigenasa (EC1.14.12.10)

benA: Subunidad a de benzoato 1,2-
dioxigenasa (EC 1.14.12.10)

benE2 (3104) Transportador de benzoato Chr1
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Compuesto Genes/proteinas (ID) Funcién asociada Replicon
(Anotacion Rast)
ohbAB (1973 al 1974) O-halobenzoato 1,2-dioxigenasa a -ISP Chr1
ohbAB (4551 y 4550) proteina pCneb512e
(pSym)
Benzoato badl (7392 al 7394) badl :2-cetociclohexanocarboxil-CoA Chr2
(Degradacion hidrolasa (EC:3.1.2.-)
anaerobica) badH: 2-hidroxiciclohexanocarboxil-CoA
dehidrogenasa (EC:1.1.1.-)
badR:Regulador transcripcional, familia
MarR
p-hidroxibenzoato HT (2170) Transportador de 4-hidroxibenzoato Chr1
HT (7993 ,8535, 9241) Chr2
pobA (7986) p-hydroxybenzoato 3-monooxygenasa Chr2
(EC:1.14.13.2)
Bifenilo bphHJ2 (8857 y 8858), bphH:2-ceto-4-pentenoato hidratasa (EC Chr2
bphH (9248, 9540) 4.2.1.80)
bphJ2 ( 8805) bphJ2: Acetaldehido deshidrogenasa,
acetilante (EC 1.2.1.10)
bphD (8859,8759, 8804) bphD:4-hidroxi-2-oxovalerato aldolasa (EC
4.1.3.39)
bphD (8861) 2-hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa-2,4-dienoato
hidrolasa (EC 3.7.1.-)
bphC (8892) 2,3-dihidroxibifenil  1,2-dioxigenasa (EC Chr2
1.13.11.39)
Rama del Catecol catA (2273) catA: Catecol 1,2-dioxigenasa (EC Chr1
catBCD (2276 al 2278 1.13.11.1)
catB:Muconato cicloisomerasa EC 5.5.1.1)
catC:Muconolactona isomerasa (EC
5.3.34)
catD: B-cetoadipato enol-lactona hidrolasa
(EC 3.1.1.24)
- pcaQ (8224) Pca: Proteina regulatoria del regulon pcaR. Chr2
Rama del protocatecuato
Rama del pcaHGB (7989 al 7991) pcaH: Protocatecuato 3,4-dioxigenasa Chr2
protocatecuato cadena B (EC 1.13.11.3)
pcaG: Protocatecuato 3,4-dioxigenasa
cadena alfa (EC 1.13.11.3)
Rama del pcaCD (7988) pcaB: 3-carboxil-cis-cis muconato
catecol/rama del cicloisomerasa (EC 5.5.1.2)
protocatecuato
pcaCD: B -cetoadipato enol-lactona
hidrolasa (EC 3.1.1.24) /
4-carboximuconolactona descarboxilasa
(EC 4.1.1.44)
- PObR (7987) Posible Regulador transcripcional PobR Chr2
Rama del pcalJ (8453, 8454) pcal: 3-oxoadipato CoA-transferasa Chr2

catecol/rama del

protocatecuato (Via

del cetoadipato)

subunidad A (EC2.8.3.6)
pcad: 3-oxoadipato CoA-transferasa
subunidad B (EC2.8.3.6)
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A su vez, se identificaron dos copias del gen quiB (ID = 3643, 7562), que codifica para la
3-deshidroquinato deshidratasa Il (EC 4.2.1.10), involucrada en la conversién de quinato,
un compuesto vegetal abundante, en precursores del catabolismo del protocatecuato
[89].

Con respecto a las vias del metabolismo central se identificaron los genes catABCD (ID
= 2273, 2276, 2777, 2278) que codifican para las reacciones involucradas desde la rotura
del anillo del catecol, hasta la formacion de B-cetoadipato enol-lactona (Tabla 10). Junto
a estos genes se identificé el gen catR (ID = 2275) que codifica para un regulador
transcripcional de la familia LysR, un arreglo que se ha observado en otras bacterias del
geénero Cupriavidus [249]. A su vez, se observaron los genes pcaCD (ID=7988), pcaHGB
(ID= 7989 al 7991), pcalJF (ID = 8453 al 8455), involucrados en la conversidén de
protocatecuato a (B-cetoadipato. A su vez, se observé el gen pcaQ (ID = 8224), el cual
codifica para un regulador transcripcional de la familia LysR que podria estar regulando
a los genes pcaCD, pcaHGB 'y pcalJF.
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Figura 18. llustracion de las vias periféricas y centrales de degradacion de compuestos aromaticos en
UYPR2.512.

Se muestran los compuestos de degradacion, los genes implicados, y moléculas precursoras involucradas
en la via de sintesis del catecol y del protocatecuato, que convergen en la via del B-cetoadipato, asi como

también otros precursores que tendran como destino el ciclo de TCA.
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3.4.1.3 Sintesis y degradacién de PHB

Los analisis realizados permitieron identificar los genes involucrados tanto en la ruta de
sintesis, como en la degradacion de polihidroxialcanoatos, asi como en su regulacion
(Tabla 11). La presencia de los genes phaA (ID = 1658 al 1659), phaB (ID = 1652, 2604)
y phaC (ID = 1649) sugieren la existencia de la ruta clasica de sintesis de PHB. A su vez,
se observo la presencia de los genes phaF (ID = 2288) y phaR (ID=1653), que codifican
para proteinas involucradas en la sintesis de los granulos de polihidroxialcanoatos y en
la regulacién de la sintesis de PHB, respectivamente [250].

Ademas de estos, se identificaron 25 copias de un gen que codifica para la proteina
multifuncional Enoyl-CoA hidratasa (EC 4.2.1.17) y 8 copias del gen bdhA el cual ademas
de codificar para la Enoyl-CoA hidratasa, codifica para la 3-hydroxyacyl-CoA
dehidrogenasa (EC 1.1.1.35). La Enoyl-CoA hidratasa cataliza la conversion de enoil-
CoA-3-hidroxibutiril-CoA en 3-hidroxibutirato-CoA, que luego se polimeriza para formar
PHB. Cabe aclarar que estas enzimas ademas de estar involucradas en el metabolismo
de PHB, catalizan el segundo paso del proceso de (-oxidacion de acidos grasos.

En la tabla 11, se listan los genes que codifican para las enzimas involucradas
unicamente en la sintesis de PHB.

Se observo la presencia de varios genes involucrados en la degradacion de PHB, que
incluyeron dos copias del gen que codifica para la D-B-hidroxibutirato deshidrogenasa
(DHBD, ID=1541, ID=5926), dos copias del gen que codifica para la hidroxibutirato-
dimero hidrolasa (HDH, ID = 2679 y 5935) y un tercer gen aaS (ID = 3303), que codifica
para la enzima acetoacetil-CoA sintetasa. A su vez, se identificaron cuatro genes
homologos (ID = 4666, 5937, 3689, 7791) que codifican para posibles poli-(3-
hidroxibutirato) depolimerasa (conocidas como PHB depolimerasas) [250] involucrada en
la degradacion de PHB. Estos se encontraron en los plasmidos pCne512a y pCne512e,
asi como en los chr1 y chr2, respectivamente.
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Tabla 11. Caracteristicas y ubicacion gendmica de genes relacionados con el metabolismo de PHB en
UYPR2.512.

Anotacion Genes/proteinas relacionadas Funcion asociada Replicon
Rast/Manual al metabolismo de PHB (ID)
Sintesis bdhA (1325, 1835) Enoil-CoA hidratasa (EC Chr1
bdhA (8588,8832, 9036, 9040) 4.2.1.17) Chr2
phaA (1658, 1659) 3-cetoacil-CoA tiolasa (EC Chr1
2.3.1.16)
phaB/phbB (1652, 2604) Acetoacetil-CoA reductasa (EC Chr1
1.1.1.36)
phaC/phaS (1649) Acido polihidroxialcanoico Chr1
sintasa
phaF (2288) Proteina asociada a granulos de Chr1
polihidroxialcanoato
phaR (1653) Represor de la sintesis de Chr1
polihidroxialcanoato
Degradacion BHBD (1541) D-B-hidroxibutirato Chr1
BHBD (5926) deshidrogenasa (EC 1.1.1.30) pCne512a
Sin nombre asignado (4666) Precursor de poli(3- pCne512a
Sin nombre asignado (5937) hidroxibutirato) despolimerasa o pCne512e
PHB despolimerasa (EC (pSym)
Sin nombre asignado (3689) 3.1.1.75) Chr1
Sin nombre asignado (7791) Chr2
Metabolismo Aas (3303) Acetoacetil-CoA sintetasa (EC Chr1
6.2.1.16)
HDH (2679) D (-)-3-hidroxibutirato oligémero Chr1
HDH (5935) hidrolasa (EC 3.1.1.22) pCne512a
EH (1324, 1835, 2214, 2219) Enoil-CoA hidratasa (EC Chr1
EH (8588, 8832, 8833,9043, 9158) 4.2.1.17) Chr2
HBP (3660, 3661) D-B-hidroxibutirato permeasa Chr1
HBP (5925) pCne512a
HBP (3541) Chr2

3.4.2 Genes relacionados con la interaccion planta-microorganismo

Se buscaron genes en el genoma de UYPR2.512 relacionados con su capacidad de
interaccionar con plantas hospederas. La busqueda incluy6 genes relacionados con la
quimiotaxis y la movilidad flagelar, y genes que codifiquen para sistemas de secrecion.
Ademas, se buscaron y anotaron genes relacionados a la promocion del crecimiento
vegetal tales como la fijacion biolégica del nitrégeno, la sintesis de siderdforos y la

modulacion de hormonas vegetales.
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3.4.2.1 Quimiotaxis y movilidad del flagelo

En el genoma de UYPR2.512 se encontraron todos los genes necesarios para la sintesis
y el ensamblado del flagelo, codificados en el chr2 (Tabla 12). A su vez, se identificaron
genes que codifican para posibles reguladores de la sintesis del flagelo, incluyendo flhDC
(ID = 8497, 8498), fliAy fleN (ID = 8555, 8554), codificados mayoritariamente en el chr2
y en el plasmido pCne512b, asi como en los otros plasmidos. Se encontraron ademas
varios genes involucrados en la quimiotaxis tales como el operon cheWRDBYZ (ID =
8502 al 8507), genes que codifican para quimiorreceptores MCP (ID = 2718 y 8490), aer
(ID = 8494), asi como también dos copias del gen cheA, posiblemente implicados en la
regulacion de la movilidad flagelar.
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Tabla 12. Caracteristicas y ubicacién gendmica de genes/proteinas relacionadas con la quimiotaxis y en

la movilidad flagelar en UYPR2.512.

Anotacion Nombre gen/proteina (ID) Funcion asociada Replicén
RAST/Manual
Quimiotaxis MCP (2718 y 8490) Aceptora de metilo/sensora/transductora Chr1
Chr2
aer (8494) Flavoproteina/sensora/receptora de aerotaxis Chr2
cheAWRDBYZ (8501 al cheA:Histidina quinasa (EC 2.7.3.-) Chr2

8507)

cheA (1718)
cheV (7942)

Movilidad flhBA (8551 8552)
flagelar flhB (8066)

flInDC (8497 al 8498)
flnD(7112)
fInC (9292)

flhF (8553)

fliCDSTEFGHIJ (8060 al
8072)

fliR (8768)
fliPONL (8770 al 8774)

motAB (8499 al 8500)

fleN (8554)
fliA (8555)
fliA (6673)

cheW: regulador positivo de la proteina CheA
cheR: metil transferasa (EC 2.1.1.80)

cheD: quimiotaxis

cheB: Regulador en respuesta a quimiotais,
glutamato metilesterasa (EC 3.1.1.61)

cheY: Regulador de quimiotaxis, transmite
sefal del quimiorreceptor a los componenentes
del motor del flagelo

cheZ: fosfatasa

Histidina quinasa (EC 2.7.3.-) Chr1
Involucrada en quimiotaxis (EC 2.7.3.-) Chr2
Biosintesis del flagelo Chr2
Activador transcripcional flagelar Chr2
Biosintesis del flagelo Chr2
fliC: Flagelina Chr2

fliD: Caperuza del filamento

fliS: Biosintesis del flagelo

fliT:Biosintesis del flagelo

fliE: Complejo proteico cuerpo basal y gancho
flagelar

fliF:Componente proteico Anillo M
fliG:Proteina de cambio de motor flagelar
fliH:Ensamblaje del flagelo

flil:Asociada el cuerpo basal del flagelo (ATP
sintasa)

fliJ: Proteina flagelar

Biosintesis del flagelo Chr2

fliP: Biosintesis flagelar Chr2
fliO:Biosintesis flagelar

fliN:Proteina de cambio del motor flagelar y

componente energético, de la familia

fliN/mopA/spaO

fliL:Asociada al cuerpo basal del flagelo

motA:Rotacion del motor del flagelo y Chr2
generador de torque
motB:Rotacion del motor del flagelo

Regulador de la sintesis del flagelo Chr2
Factor sigma Chr2
Factor sigma pCne512b
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Anotacion Nombre gen/proteina (ID) Funcion asociada Replicén
RAST/Manual

flgD (8562) Proteina de modificacion del cuerpo basal Chr2
flgH (8566) Componente proteico Anillo M Chr2
flaG (8061) Proteina flagelar Chr2

3.4.2.2 Genes involucrados en la interaccion simbidtica y fijacion bioldgica del nitrégeno

En UYPR2.512 los genes nod, nif y fix, se mostraron agrupados en una regién de
aproximadamente 36 Kb en el pCneb512e (pSym) (Fig. 19 y tabla 13).

Esta isla simbiodtica incluye genes nodABCIJHSUQ (ID= 4624 al 4632) implicados en la
sintesis y exportacion de los factores Nod, relacionados con los primeros pasos de la
interaccion simbidtica a su vez, se identificd el regulador transcripcional nodD (ID =
4633). La isla contiene también a los genes nifHDK (ID = 4660 al 4664) que codifican
para la enzima Nitrogenasa y los fixABCX (ID = 4647 al 4650) relacionados con la fijacion
biolégica del nitrogeno.

nodS fW
| nodA ‘
Gﬂ““ﬁ ) — B DB ) —@—a-a-i——— pm
nodQ nodU | nodC | nodD nifA. nifE nifN nifX | fixC fixA nifV  nifB nifZ | nifH nifd  nifK
nodH nodJ nodI nodB nifQ nifT
| @
fixX fixB

Figura 19. llustracién de la isla simbidtica de UYPR2.512.
El operén nod se indica en color naranja, el operdn nif en color verde, y parte del operoén fix en color violeta,

los cuales estan incluidos en aprox. 36Kb. Realizado con el programa SNAPgene.

Fuera de la isla simbiotica se encontraron los genes ccoPQONSI (ID = 2745 al 2751, EC
1.9.3.1), ubicados en el chr1, los cuales codifican para cada una de las subunidades de
la citocromo c oxidasa tipo Cbb3 (Tabla 13).
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Tabla 13. Caracteristicas y ubicacién genémica de genes/proteinas relacionadas con la simbiosis y con la
fijacion bioldgica del nitrogeno en UYPR2.512.

Anotacion Nombre del gen Funcion asociada Replicon
Rast/Manual (ID)
Simbiosis nodD (4633) Proteina de  nodulacion D  (regulador pCne512e (pSym)
transcripcional, familia LysR)
nodQAHJICB (4624  nodQ: Adenilil sulfato quinasa (EC 2.7.1.25) pCne512e (pSym)
al 4632) nodU:Carbamoiltransferasa

nodS: N-metil transferasa

nodA:Proteina A de nodulacion

nodH: Proteina hipotética

nodJ: proteina permeasa

(Transportador ABC de eflujo)

nodl:proteina de unién a ATP (Transportador
ABC de eflujo)

nodC: Proteina C de nodulacién
nodB:Polisacéarido desacetilasa

Fijacion nifAENXQ nifA: Regulador transcripcional pCne512e (pSym)
bioldgica del (4636 al 4640, nifE: Sintesis y ensamblaje del cofactor FeMo, de
nitrégeno 4642 y 4643) la enzima nitrogenasa
frdN (4641) nifN: Sintesis y ensamblaje del cofactor FeMo, de

la enzima nitrogenasa

nifX : Sintesis y ensamblaje del cofactor FeMo de
la enzima nitrogenasa

frdN: Transferencia de electrones (4Fe-4S
ferredoxina,) asociada a la enzima nitrogenasa
nifQ:Sintesis del cofactor FeMo de la enzima
nitrogenasa

nifWWB(4651 al nifW: Proteina estabilizadora/protectora de la pCne512e (pSym)
4653) enzima nitrogenasa
nifV:Homocitrato sintasa (EC 2.3.3.14)
nifB: Sintesis y ensamblaje del cofactor FeMo, de
la enzima nitrogenasa

nifHDKZ (4660 al nifH:Sintesis de la dinitrogenasa reductasa Fe pCne512e (pSym)
4665) nifD: Sintesis de la cadena a de la dinitrogenasa
FeMo (EC 1.18.6.1)
nifK: Sintesis de la cadena 3 de la dinitrogenasa
FeMo (EC 1.18.6.1)
nifZ: Proteina estabilizadora/protectora de la
enzima nitrogenasa

nifT (4655) Funcion desconocida pCne512e (pSym)

fixXCBA (4647 al  fixX:Proteina tipo ferredoxina fixC:lavoproteina- pCne512e (pSym)
4650) quinona oxidoreductasa
fixB:Subunidad a de la Flavoprotein
fixA: Subunidad 8 de la Flavoproteina

ccoPQONSI (2645  ccoPQONSI:Citocromo c oxidasa tipo Cbb3 Chr1
al 2651)

Por otro lado, al realizar un estudio comparativo de secuencia del operén nod con un
pariente cercano como ser la cepa LMG 19424 de C. taiwanensis, se observa una
conservacion en los genes nodQUSAJICB, precediendo al regulador nodD (Fig. 20). Sin
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embargo, al estudiar si esta conservacion se mantenia en la region intergénica entre los
genes nodB y nodD de ambas cepas, la cual incluye las cajas nod, se observo que la
region intergénica difieren en la longitud, como se observa en la parte inferior de la figura
20).
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Figura 20. Estudio comparativo del operén nod entre UYPR2.512 C. necator y LMG19424 de C.
taiwanensis.

El panel superior muestra la sintenia del operén nod comparando ambas cepas. El panel central muestra
una vista ampliada de la regién intergénica entre nodB y nodD, comparando ambos genotipos e indicando
la posicion de la caja nod (nod-box) en cada caso. El panel inferior muestra una vista detallada del
alineamiento entre las secuencias de las cajas nod. Los asteriscos indican las bases nucleotidicas

conservadas.

3.4.2.3 Sistemas de secrecion

En el genoma de la cepa UYPR2.512 se identificaron diversos genes que codifican para
proteinas involucradas en los principales sistemas de secrecion encontrados en
bacterias gram-negativas, que incluyen los SSTI al SSTVI, asi como los involucrados

subsistemas (Tabla 14).
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En el genoma de UYPR2.512 se identificaron tres genes; tolC (ID = 3321), hlyD (ID =
3121) y hlyB (ID = 3118), localizados en chr1, los cuales codificarian para las proteinas

necesarias para formar un SSTI completo (Fig. 21 y Tabla 14).
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Figura 21. Sistema de secrecion del tipo | (SSTI) en UYPR2.512.
Se representan las proteinas identificadas en UYPR2.512, HlyB, HIyD y TolC, ubicados en la membrana

interna, en el periplasma y en la membrana externa, respectivamente. Tomado y adaptado de [224].

En el genoma de UYPR2.512 se encontraron genes que codifican para posibles
proteinas que forman el nucleo del SSTII, incluidos en el operon gsp (ID = 4078, ID =
4081 al 4088, ID = 4089 al 4091). Se identificaron multiples copias (22) del gen gspA, el
cual codifica para una proteina esencial para el ensamblaje de la secretina (Tabla 14 y
Fig. 22). Se observé que la secuencia del gen gspA se encuentra en un contexto
genomico de integrasas y regiones repetidas conservado en otras especies del género

Cupriavidus, sugiriendo su asociacion con elementos moviles.

Involucrados en el sistema de translocacion Sec, se identificaron los genes secDF (ID =
3582, 3583), secE (ID = 4056), secG (ID = 1273), secY (ID = 4019), y los genes yajC (ID
= 3580) e yidC (ID = 148 al 149), los cuales codifican para proteinas ubicadas a través
de la membrana. También se encontré el gen secA (ID = 3759), que codifica para una
proteina con actividad ATPasa citoplasmica asociada a membrana, y el gen secB (ID =
586), que codifica para una chaperona que se une cooperativamente a la secuencia
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sefial de las proteinas secretoras para su translocacion [251] (Tabla 14 y Fig. 22). A su
vez, se identificaron los genes tatABC (ID = 3953, 3955, 3956) formando un operdn
codificado en el Chr1, los cuales conforman el sistema de translocacion Tat. No se

encontraron los genes tatE'y gspO.

En relacion con una de las subfamilias del SSTII, la cual utiliza el pilus de adherencia
fuerte (sistema Tad), se identificaron varios genes involucrados en el ensamblaje del
pilus, que forma parte del sistema, incluyendo rcpA (ID = 8441, 982), tadA (ID = 1198,
1199, 6748, 8443, 979), tadB (ID = 1200, 8444, 978), tadC (ID = 1201, 977), tadV (ID =
986) y tadZ (ID = 980), los cuales se ubicaron mayoritariamente en el chr1 (Tabla 12).
Una de las copias del gen tadA se ubico en el replicdn (pCne512c), lo que sugiere su
posible rol en la maquinaria conjugativa. Proteinas como TadA y TadZ, mostraron alta
homologia con proteinas involucradas en la maquinaria utilizada por el SSTIV, como las
proteinas VirB11 (ubicada tanto en cromosomas como en el pCne512c) y CpaF, que
tienen actividad ATPasa y estarian involucradas en el ensamblaje del pilus tipo IV. Las

proteinas relacionadas al pilus no se indican en la Figura 22.

SST2

Moléculas
efectoras

Espacio
extracelular
(EE)

Membrana

externa GgD
(ME) g 655
Periplasma . —
] J‘*’:aqﬁﬂmz S T
Tuh arghine "\ ™~

¥ — targeting (Tat)
Membrana GgFLM TABCE %Em"
interna " 00 o (Esy
(M1) / “ Lo / ‘~§°‘A

Citoplasma
©

Figura 22. Sistema de secrecion del tipo Il (SSTII) en UYPR2.512.

Se representan las proteinas que forman parte del operén que codifica para el sistema general de
secrecion de proteinas o GSP (GspC, GspD, GspE, GspFLM, GspGHIJK), que forman parte del sistema
Tat (TatABC) y del sistema Sec (SecABC) de translocacion, en UYPR2.512, asi como otras proteinas
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accesorias a estos sistemas como ser YajC, YidC, FstY y Ffh. Las proteinas que conforman el sistema
Sec como del sistema TaT, son las encargadas de transportar las proteinas desde el citoplasma hacia el
periplasma, luego mediante la accidon del complejo secretina, seran finalmente transportadas hacia el

espacio extracelular. Tomado y adaptado de [224].

En el genoma de UYPR2.512 se identificaron varios genes que formarian un operon
posiblemente involucrado en la sintesis del SSTIII, incluyendo varias proteinas
accesorias ubicadas en la membrana interna y codificadas por los genes yscSR (ID =
5489, ID = 5490), yscT (ID = 5502), yscU (ID = 5494), yscJ (ID = 5497) y yscN (ID =
5500). También se identificaron genes que codifican la proteina secretina, codificada por
yscC (ID = 5503) y el inyectosoma o pilus, codificado por yscP (ID = 5492), que se
encuentra en el espacio extracelular (Fig. 23 y Tabla 14). Las proteinas YscF, YscO,
YscK, YscW, YscV, YscQ y YscL, no fueron identificadas en el genoma de UYPR2.512.
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Figura 23. Sistema de secrecion del tipo Il (SSTIII) en UYPR2.512.
Los circulos rojos indican las proteinas identificadas en el genoma de UYPR2.512, que forman parte del
complejo secretina YscC, del pilus YscP y de la plataforma de membrana interna YscJ, YscD, YscURTS,

y YscN. Tomado y adaptado de [224].

Se identificaron varias copias del gen virB11 (ID = 979, 1198, 1199, 6748, 8443),

ubicados en ambos cromosomas y en el replicon pCne512b, los cuales codifican para
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ATPasas hidrolasas citoplasmaticas, que presenta homologia con las proteinas
TadA/CpaF, involucradas en la sintesis del pilus, implicados en el SSTIV [252]. As u vez,
virB11 forma parte del operon virB, el cual codifica para componentes estructurales,
adaptadores y reguladores que son fundamentales para la funcion del sistema. Ademas,
se observaron otros genes que codifican para proteinas que también forman parte del
sistema de transferencia de material genético, que incluye los genes del operon pil, que
incluyen pilBCD (ID = 3748 al 3750), donde pilBC codifican para las proteinas de
ensamblaje de fimbrias, las cuales facilitan la adherencia de la bacteria a la superficie de
otras células, y pilD codifica para la prepilina peptidasa, involucrada en la biosintesis del
pilus. También se identificaron los genes pilTY1TEPONM (ID = 3986, ID = 3989 al 3992),
donde pilT codifica para una ATPasa de retraccion del pilus, pilY codifica para una pilina
(forman parte del pilus), y pilEPONM junto con pilW (ID = 3285) estarian involucrados en
la adhesion a la célula huésped (Fig. 24 y Tabla 14).
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Figura 24. Sistema de secrecion del tipo IV (SSTIV) en UYPR2.512.

Formando parte de la estructura del T-pilus se identificaron varias proteinas codificadas por los genes pil,
involucradas tanto en la sintesis de fimbrias como en la T-pilus. El recuadro rojo indica la proteina virB11,
la cual forma parte del operon vir, que codifica para proteinas involucradas en la sintesis y ensamblaje del

T-pilus. Tomado y adaptado de [224].
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Se identificaron tres genes que codifican para sistemas de transportes de dos
componentes (TPS), que incluyen tpsA2 (ID = 1889, 1890) y tpsB2 (ID = 1881), que
forman parte de los SSTV (Tabla 14). Los genes tpsA2 y tpsB2 codifican para una
exoproteina HecA, implicada en la adhesion de hemo y para la proteina de
activacion/secrecion de hemolisina HecB, respectivamente conformando el sistema
HecA/HecB. Este sistema presenta homologia con los sistemas FhaB/FhaC y ShIA/ShIB,
los cuales desempeinan un papel importante en la adhesion celular y formacién de

biopeliculas [220].

Se encontraron varios genes que codifican para la maquinaria proteica que conforman el
SSTVI, incluyendo dos copias de la proteina VgrG (ID = 1902, 8175), PAAR (ID = 8173),
HcP (TssD) (ID = 1895), dos proteinas que forman parte del tubo exterior de inyeccion
(codificadas por los genes lip (ID = 1915) y lemF (ID = 8171), asi como el gen clpV (TssH)
(ID = 1894). Ademas, se identificaron genes formando parte del operon imp, incluyendo
impJCB (ID = 1899 al 1901), impAG (ID = 1911 al 1913) e impH (ID = 1914), ubicados
en el chr1, cuya funcién esta asociada al SSTVI, en base a homologia de secuencia,
observandose una alta conservacion proteica con otras especies del género Cupriavidus,

y en su mayoria se asocian a proteinas hipotéticas (Fig. 25 y Tabla 14).
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Figura 25. Sistema de secrecion del tipo VI (SSTVI) en UYPR2.512.
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El circulo rojo indica las proteinas identificadas en el genoma de UYPR2.512, que forman parte del

dispositivo de puncion de moléculas efectoras VgrG y PAAR, del doble tubo contractil HcP (TssD), Lip,

IcmF y de la plataforma de membrana ClpV (TssH). Tomado y adaptado de [224].

Tabla 14. Caracteristicas y ubicacion genémica de genes relacionados con los sistemas de secrecion de
moléculas en UYPR2.512.

Tipo de Genes/proteinas (ID) Caracteristicas/Funcion asociada Replicon
sistema de
secrecion
(RAST)
SSTI tolC (3321), hlyD (3121), tolC: Proteina de secrecién de membrana Chr1
hlyB (3118) externa
hylD:Proteina de secrecién periplasmica
hlyB:Transportador ABC/proteina de union
a ATP
gspA (205, 209, 5153, 5388) Proteina de union al ATP Chr1
gspA (4473, 4479, 4800, 4804, pCne512e
4899, 4946, 4952) (pSym)
gspA (5706, 5710, 5781, 5785) pCne512a
gspA (6211, 6215, 6379, 6383) pCne512d
gspA (5153, 5388, 5395, 5549) pCne512¢c
SSTII/GSP gspCDEFGHIJKLMN (4078, GspC; Proteina involucrada en la Chr1
4089 al 4091, 4081 al 4088) especificidad de sustrato, GspD; Funcién
de extension y retraccion del pseudopilus
GspEFLMN: complejo-plataforma de
membrana
GspGHIJK: piston de las proteinas a través
de la secretina
SSTII flp (8438, 988) Pilina: ensamblaje del pilus Chr2,Chr1
repC (983, 984) Ensamblaje del pilus, RcpC/CpaB Chr1
SSTII/SSTIV  rcpA (8441, 982) Secretina: asociada con el ensamblaje de Chr2, Chr1
la proteina del pilus Flp
tadA (1198, 1199, 6748, 8443, TadA: ATPasa hidrolasa Chr1, Chr1,
979) (TadA/VirB11/CpaF) pCne512b
tadB (1200, 8444, 978) TadB:Ensamblaje del pilus Flp Chr2
tadC (1201, 977), tadV (986), TadC:Asociada con el ensamblaje de la Chr1, Chr1,
tadZ (980) proteina del pilus de adherencia Flp Chr1
TadV:Prepilina: peptidasa, TadV/CpaA
TadZ:ATPasa TadZ/CpaE, asociada con el
ensamblaje de la proteina del pilus Flp
SSTII/Sec secA (3759), secB (586) SecA: Proteina de translocacion Chr1, Chr1
(translocasa)
SecB:Proteina de exportacion (mantiene el
estado desplegado previo a la exportacion)
secDFEGY (3582, 3583, 4056, Proteinas de translocacion Chr1
1273, 4019)
yajC (3580) Proteinas de translocacién Chr1
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Tipo de Genes/proteinas (ID) Caracteristicas/Funcion asociada Replicon
sistema de
secrecion
(RAST)
yidC (148 al 149) Proteinas de translocacion/chaperona Chr1
ftsY (621) Receptor de reconocimiento de particulas Chr1
sefial
ffH (3700) Proteina de reconocimiento de particula Chr1
sefnal (SRP) (EC 3.3.5.4)
SSTII/Tat tatCBA (3953 al 3956) tatCB:Proteina de unidn al péptido sefial de Chr1
la proteina a secretar
TatA: Junto con TatBC, forman un canal
para el transporte activo impulsado por un
gradiente de protones
SSTII yscD (5440) yscD: Proteina de membrana interna, pCne512c
yScSR (5489 al 5490) involucrada en la exportacion del flagelo
yscPU (5492 y 5494) yscSR: Proteina de secrecion de membrana
yscJNTC (5497, 5500, 5502y  interna
5503) yscP: Proteina de secrecién en el espacio
extracelular
yscU:Proteina de secrecion de membrana
interna
yscd: Puente de secrecion entre la
membrana interna y la lipoproteina de la
membrana externa
yscN: ATP sintasa citoplasmatica
(EC3.6.3.1.4)
yscT: Proteina de secrecion de membrana
interna
yscC:Proteina de secrecion de membrana
externa formadora de poro
SSTIV virB11 (979, 1198, 1199, 6748, ATP hidrolasa/ensamblaje del pilus. chr1
8443) pCne512¢c
chr2
pilBCD (3748 al 3750) pilB:ATPasa, asociada a la formacion de Chr1
fimbrias
pilC:Proteina asociada al ensamblaje de
fimbrias
pilD:Peptidasa pre-pilus (EC 3.4.23.43)
pil T (3986) Proteina de retraccion Chr1
pilPONM (3989 al 3992) pilPONM: Proteina de biogénesis del pilus Chr1
pilWXY1E (3285 al 3287), pilWXY1: Proteina de biogénesis de Chr1
pilWX (675), pilY1 (677), pilE fimbrias
(672) pilE:Proteina de biogénesis del pilus
SSTV tpsB2 (1881), tpsA2 (1889- TpsB2: Proteina de activacién/secrecion de Chr1
1890) hemolisina de la familia ShiIB/FhaC/HecB
TpsA2: Exoproteina implicada en la
utilizacion o adhesién de hemo de la familia Chr1
ShlA/HecA/FhaA
SSTVI vgrG (1902 y 8175) No caracterizada Chr1, Chr2
PAAR (8173) Facilita la secrecién de efectores Chr2
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Tipo de Genes/proteinas (ID) Caracteristicas/Funcion asociada Replicon
sistema de

secrecion
(RAST)
clpV'y hcP (1894 al 1895) ClpV: ATPasa desarma la estructura del Chr2
sistema
Hcp: ubicada en la parte interior del doble
tubo
impJ/vask (1899) No caracterizada Chr2
impC/evpB y impB/vipA (1900  No caracterizada Chr2
al 1901)
impAG/HDUF 879 (1911 al No caracterizada Chr2
1914)
liP (1915) Putativa lipoproteina Chr2
lemF (8171) Probable proteina de membrana YPO1482 Chr2

3.4.2.4 Modulacién de fitohormonas

Mediante el analisis de los subsistemas presentes en el servidor web RAST, no se
encontrd ningun gen involucrado en la biosintesis de AlA.

Se buscaron los genes relacionados con la sintesis de la hormona etileno y se observo
la presencia del gen acdS (ID = 4617, 9710), cuyas dos copias se ubicaron en el pSym
y en el chr2, respectivamente. El gen acdS codifica para enzima ACC desaminasa, la
cual convierte el 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC), precursor inmediato del
etileno, en amoniaco y a-cetobutirato, los cuales pueden ser utilizados como fuente de

nutrientes por la planta [253].
4 Discusion
4.1 Asignacion de especie a la cepa UYPR2.512 de Cupriavidus sp.

Los primeros estudios de caracterizacion de la cepa UYPR2.512, proveniente de una
coleccidon de 42 aislamientos obtenidos de nddulos de angico (Parapiptadenia rigida),
habian mostrado que pertenecia al género Cupriavidus [42]. Posteriormente en el afio
2015, se secuencia su genoma (version_1). Mediante estudios filogenéticos se
comprueba que las especies mas cercanas eran de cepas tipo, pertenecientes a las

especies C. necator, C. oxalaticus y C. taiwanensis [254] y que formaba parte de un clado

104



monofilético que incluia otras cepas de rizobios aisladas a partir de Mimosas spp. nativas
[165] y otros rizobios pertenecientes a C. necator [43].

La reconstruccion filogendmica (Fig. 12) y los valores de ANI (Tabla 4) obtenidos a partir
de este trabajo sugieren fuertemente que UYPR2.512 pertenece a la especie C. necator.
A su vez UYPR2.512, seria la cepa mas divergente dentro del clado que integra a las
cepas de C. necator, sugiriendo diferencias en variabilidad genética y evolutiva con
respecto a las otras cepas. Esto podria tener implicaciones significativas, como por

ejemplo confiriéndole la capacidad para adaptarse a distintas condiciones ambientales.

4.2 Analisis genémico

A partir de los resultados que confirmaron que UYPR2.512 es un representante de la
especie necator presente en Uruguay, y en base a que solo se disponia de la version
borrador de su genoma, se realizé una nueva secuenciacion con la tecnologia de PacBio
de forma de conocer con mas profundidad, contenido y composicion de su genoma.

Al igual que como se habia observado para las cepas N-1T de C. necator y STM815 de
P. phymatum, UYPR2.512 presentd un genoma multipartito formado en este caso por
siete replicones, de los cuales 4 se lograron cerrar (Tabla 5).

El hecho de que 3 contigs no se lograran cerrar planteé la interrogante de que si eran
moléculas circulares o lineales. Los plasmidos lineales se caracterizan por tener
secuencias palindréomicas en sus extremos y/o proteinas unidas al extremo 5 terminal,
las cuales facilitan su identificacidn [196]. Esta caracteristica no se observo en los tres
contigs que no se lograron cerrar (pCne512a, pCne512c y pCne512d). Sin embargo, si
se observo la presencia de genes relacionados con la particion/replicacion como ser
parAB y repB, sugiriendo que estas moléculas de ADN son plasmidos circulares (Tabla
6). Los restantes contigs (tig000000104, tig00000106 y tig00003540), estaban formados
por un numero muy bajo de lecturas y no presentaron genes relacionados con la
replicacion ni el mantenimiento de este, por lo que no fueron considerados en el resto

del trabajo.

El tamario final del nuevo genoma de UYPR2.512 es de 9,5 Mb, siendo similar al de la
cepa N-1Tde C. necator (8,5 Mb) [255] y STM815" de P. phymatum (8,7 Mb) [196] y
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bastante mayor al de C. taiwanensis LMG1940" (6,5 Mb) [164]. Los genomas grandes y
multipartitos se encuentran en aproximadamente el 10% de los genomas bacterianos
secuenciados [179] y especialmente entre los miembros de Rhizobiales 'y Burkholderiales
[192] donde se ha demostrado que los replicones secundarios estan enriquecidos en
genes importantes para la adaptacién bacteriana a nichos especificos [179].

Como se comento previamente UYPR2.512, mostré en ambos cromosomas un %GC
dentro del rango promedio observado en la familia de Burkholderiacea, mientras que los
plasmidos presentaron un % GC considerablemente menor. Esto le brindaria a los
cromosomas de UYPR2.512 una mayor estabilidad, ya que es menos probable la rotura
del enlace GC, en comparacion con AT. A su vez, minimiza el costo metabdlico del
mantenimiento de genes no esenciales presentes en los plasmidos permitiéndole mayor

flexibilidad adapatativa a diferentes entornos.

4.3 Caracteristicas genémicas

4.3.1 Tolerancia a metales pesados

Se identificaron genes relacionados con la utilizacion, exportacion y secuestro de
metales, asi como proteinas sensoras y reguladores transcripcionales de respuesta a las
mismas. Se encontraron mas de 50 proteinas involucradas en la exportacion de cobre y
a la tolerancia a diversos cationes divalentes (Tabla 8). En un trabajo previo realizado en
nuestro Departamento, se demostré que la cepa UYPR2.512 era capaz de crecer en
presencia de Zn*? 5mM, Cd*? 2mM, Co*? 2mM, Ni*?2 2mM y Cu*? 2mM. Estas
concentraciones son similares a las que tolera la cepa CH34 de C. metallidurans,
conocida por su alta tolerancia a metales en el suelo [65]. La capacidad de UYPR2.512
de crecer en presencia de altas concentraciones de metales, también es comparable a
la de la cepa C. neocaledonicus STM 6070, simbionte de M. pudica, aislada de suelos
ricos en metales [185].

La peculiaridad de UYPR2.512 de poseer genes involucrados en el sensado y transporte
del cobre, asi como de otros metales, la vuelve una excelente candidata para asistir en
el proceso de biorremediacion o en combinacién con plantas acumuladoras de metales

pesados [65].
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Se observo la presencia de genes posiblemente involucrados en la capacidad para
adquirir y sintetizar sideroforos, en particular para el transporte y el reconocimiento del
sideroforos tipo vibriobactina (Tabla 9). Esta capacidad, también observada en otros
representantes del género Cupriavidus [78], le podria conferira UYPR2.512 la habilidad
de secuestrar sideroforos producidos por otras bacterias, favoreciendo el crecimiento de
esta bacteria frente a otros competidores [256].

A su vez, se observaron dos copias de FUR, regulador transcripcional del metabolismo
central del hierro. Una copia se encontré6 cercana a un gen que codifica para un
transportador del tipo ABC, siendo este tipo de transportadores uno de los mecanismos
mas utilizados para la internalizacién del complejo Fe*3-siderdforo al citoplasma [257].
La otra copia se encontr6 en un contexto gendmico que no estaria relacionado
directamente con la homeostasis del metal, sino que estaria involucrada en la respuesta
al estrés oxidativo [248]. Estos resultados sugieren que la cepa UYPR2.512 tiene la
capacidad de adquirir y utilizar el hierro en diversas condiciones, lo que puede ser

importante para su crecimiento y supervivencia en diferentes ambientes.

4.3.2 Degradacion de compuestos aromaticos

La capacidad de degradar compuestos aromaticos presentes en exudados radiculares
les confiere a las bacterias una ventaja para la colonizacion de las raices y su desarrollo
en la rizosfera. La cepa UYPR2.512 presentd genes que codificarian enzimas
involucradas en la vias periféricas y centrales de degradacidon de compuestos aromaticos
(Tabla 10). Estas vias convergen en la formacion de (-cetoadipato, un intermediario que
puede incorporarse al metabolismo central, en forma de acetil-CoA o succinil-CoA, al
igual que se observé en C. pintaubonensis y en otras cepas del tipo necator [89].

A modo de ejemplo, mutantes en genes involucrados en ambas ramas de la via del -
cetoadipato, mostraron una reduccion en la capacidad de degradar compuestos
aromaticos presentes en los exudados radiculares [258].

Teniendo en cuenta que en la rizosfera gran parte de la materia organica esta compuesta
por lignina (polimero fendlico) y otras moléculas organicas, la presencia de genes

involucrados en la degradacion de diversos compuestos aromaticos, la darian una
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ventaja a UYPR2.512 frente a otros competidores en dicho ambiente, como se ha
observado en otras cepas del tipo necator, como ser C39, NH9 y JMP134 [89], [259].

4.3.3 Metabolismo de PHB

Distintas especies del género Cupriavidus son capaces de producir, almacenar, y
biodegradar moléculas de PHB, en diferentes ambientes, lo cual les ha permitido
sobrevivir en condiciones de estrés o en entornos competitivos. En particular, diversas
cepas de C. necator son usadas para la obtencién de estas moléculas como materia
prima para la produccion de plasticos biodegradables [260].

En este trabajo se identificaron los genes involucrados en la via clasica de sintesis de
PHB, en la acumulacién de granulos, en la degradacion y en la regulacion de su sintesis
(Tabla 11). Esta organizacion gendmica conservada se ha observado en diferentes
cepas de C. necator como ser en JMP134 y en la cepa tipo N-1 [261], [262], asi como
también en otras especies del género Cupriavidus, como por ejemplo en C. taiwanenesis
y en C. metallidurans [263].

Por otro lado, estudios de microscopia realizados en nuestro Departamento, mostraron
la presencia de granulos de almacenamiento de PHB en UYPR2.512, lo cual confirma la

presencia de dichos genes en el genoma (Fig. 26).

Figura 26. Imagen tomada mediante microscopia electrénica de transmision (MET) de un bacteroide de la
cepa UYPR2.512 en el interior de un nédulo de M. pudica.
Escala 2900x.

Estos resultados sugieren que UYPR2.512, seria capaz de producir y almacenar PHB,

lo cual podria ser ventajoso por ejemplo en condiciones limitantes de crecimiento. Este
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es el caso por ejemplo de la cepa ORS571 de Azorhizobium caulinodans, la cual en
condiciones limitantes de oxigeno, es capaz de equilibrar la produccion de poder reductor
acumulado, redireccionandolo hacia la formacion de PHB [264].

4.4 Caracteristicas genédmicas involucradas en la interaccion de UYPR2.512 con
sus hospederos

4.4.1 Quimiotaxis y movilidad bacteriana

En el genoma de UYP2.512 se identificaron varios genes codificantes para las proteinas
quimiorreceptoras transmembrana del tipo MCP y Che (Tabla 12). En dicho contexto, se
observd que mutantes en los receptores de quimiotaxis mcpB y mcpC de la cepa R.
leguminosarum biovar viciae VF39SM, fueron menos competitivos en la nodulacién en
plantas de guisantes. Mientras en S. meliloti RU11, el quimiorreceptor McpU reconoce la
prolina presente en los exudados de semillas de alfalfa, activando la quimiotaxis de la
bacteria hacia la planta [265], [266].

La presencia de este quimiorreceptor en UYPR2.512 seria clave para mejorar la
colonizacion de la planta hospedera en comparaciéon con otras bacterias. También
desempenaria un papel fundamental en el establecimiento de una simbiosis efectiva,
como se ha observado en otras interacciones simbidticas, por ejemplo, en S. meliloti y
plantas de porotos [267].

La movilidad bacteriana impulsada por flagelos es un rasgo importante en la mayoria de
los ambientes, donde los microorganismos deben explorar el habitat en busca de
recursos beneficiosos o evadir aquellos perjudiciales. En UYPR.512 estan presentes los
genes que codifican para las proteinas involucradas en la sintesis, ensamblado y el
movimiento flagelar, e incluso reguladores transcripcionales, asi como los genes
asociados a la quimiotaxis. La presencia de genes involucrados en los procesos de la
quimiotaxis y la movilidad impulsada por flagelos en UYPR2.512, constituyen funciones
cruciales para la colonizacion bacteriana de las raices, lo que sugiere una ventaja frente

a otros competidores [268], [269].
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4.4.2 Simbiosis y fijacion biolégica del nitrogeno

El analisis del genoma de UYPR2.512 mostré que los operones nod, fix y nif estan
fuertemente compactados (en aprox. 36 Kb) y conservados respecto a lo observado en
otras cepas de rizobios pertenecientes al género Cupriavidus (Fig. 15). Se vié también
que los genes nod se encuentran organizados en un solo operdn que esta precedido por
una caja nod, de manera casi idéntica a lo observado en la cepa LMG 19424 de C.
taiwanensis (Fig. 19) [194]. En esta organizacion se observan dos sitios de inicio de
transcripcion divergentes, uno para el gen que codifica el regulador transcripcional NodD
y el otro para el operén nod que comprende los genes nodBCIJHASUQ [270]. Al alinear
las secuencias de ambos modelos bacterianos, la region intergénica entre nodD y nodB,
aunque es ligeramente diferente, contiene una caja nod, postulada como necesaria para
la regulacién del operon nod por NodD [194]. Esta ligera diferencia en las regiones

intergénicas podria sin embargo, llevar a diferentes mecanismos de regulacion.

A su vez, una segunda caja nod conservada se encontro en el genoma de UYPR2.512,
al igual que en la cepa LMG19424 de C. taiwanensis [194]. Esta caja nod se encuentra
a 195 pb aguas arriba del codon de inicio ATG de la copia del gen noeM (ID = 4812), la
cual en la cepa LMG19424 de C. taiwanensis codifica para una proteina esterol
desaturasa, involucrada en la sintesis de moléculas atipicas de NFs [271], [272]. Sin
embargo, UYPR2.512 contiene otra copia del gen noeM (ID = 4545), la cual codifica para
una proteina hipotética. En LMG19424, se demostrd que su expresion se induce por la
presencia de luteolina, apigenina o exudados de raices de M. pudica [272], [273]. Por lo
cual se postula que la copia del gen noeM (ID = 4545), corresponderia a la copia
funcional, y debido a que no contiene una caja nod previa, su expresion no estaria

directamente regulada por nodD.

En la cepa LMG 19424 de C. taiwanensis se ha demostrado que los NFs son quito-
oligobmeros pentaméricos sulfatados (sustituyente adicionado por el producto del gen
nodH) en el extremo reductor y N-acilados por acido vaccénico (C18:1) o acido palmitico
(C16:0) en su extremo no reductor. Ademas, la mayoria de las moléculas estan
sustituidas por un grupo N-metilo (sustituyente adicionado por el producto del gen nodS)
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y carbamoilo (sustituyente adicionado por el producto del gen nodU) en el azucar no
reductor terminal [164]. La similitud de secuencias y de conservacion de los genes
nodBCIJHASUQ entre UYPR2.512 y LMG 19424 de C. taiwanensis observada, sugiere
que un factor de nodulacion de estructura similar les permitiria a ambas cepas, asociarse
simbidticamente con el mismo hospedero. La caracterizacion de NFs producidos por
UYPR2.512 nos permitiria evaluar dicha hipotesis.

Con el fin de asegurar la actividad de la nitrogenasa, los rizobios han desarrollado
diferentes mecanismos de regulacion, los cuales incluyen la presencia de citocromos tipo
b y ¢, brindando un ambiente reducido y microaerofilico en el interior del n6dulo[274],
como es el caso de la oxidasa terminal del citocromo tipo Cbb3 (codificada por fixNOQP)
[275].

Se ha reportado que los genes fixNOQP descritos en los rizobios son homologos a los
genes ccoNOQP de otras bacterias no fijadoras de nitrégeno, lo cual indica que ambos
comparten un ancestro en comun y tienen una similitud estructural o funcional [195]. Sin
embargo, las diferencias en sus contextos gendmicos y las funciones especificas que
desempenfian en sus respectivos nichos ecolégicos reflejan una capacidad adaptativa a
diferentes ambientes.

En UYPR2.512 se observo que los genes ccoPQON, requeridos para la produccion y
ensamblaje de la oxidasa terminal, se ubicaron en el chr1, al igual que sus ortélogos
fixNOQP de C. taiwanensis (Tabla 13). Por otro lado, los genes fixNOQP estan ausentes
en todas las cepas de Paraburkholderia analizadas hasta el momento [195]. Estos
resultados sugieren algunos B-rizobios tendrian otro citocromo involucrado en la fijacion

del nitrogeno.

4 4.3 Sistemas de secrecion

El analisis del genoma de la cepa UYPR2.512 mostr6é la presencia de secuencias
codificantes para proteinas que conforman los SSTI, SSTII, SSTIII, SSTIV, SSTV y
SSTVI (Tabla 14 y Fig. 22).
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La cepa UYPR2.512 presento todos los genes necesarios para completar el SSTI, lo cual
le brinda el beneficio de secretar y liberar de forma eficiente moléculas involucradas en
la obtencidn de nutrientes (lipasas, proteasas) [276], infectar el hospedero (toxinas), asi
como establecer interacciones simbioticas efectivas [277]. En dicho contexto, se ha visto
que este tipo de sistema es capaz de secretar proteinas con actividad glicanasas (PlyA
y PlyB), las cuales hidrolizan el exopolisacarido, componente fundamental en la
formacion de biopeliculas, como se observé en R. lequminosarum, resultando clave para
una simbiosis eficiente [278]. La proteina NodO (proteina de union al Ca*?), la cual estaria
involucrada en el reclutamiento de NFs, asi como también en la formacién de los hilos
de infeccidn necesarios para el ingreso de la bacteria seria transportado por este sistema
[279].

Se logré mapear casi la totalidad de los genes involucrados en el SSTIl segun lo
reportado en la literatura, incluyendo los que codifican para el sistema general de
secrecion GSP, los que codifican para los sistemas de translocacion SeC y TaT, lo cual
ademas ha sido observado en otras bacterias del género Cupriavidus [78]. Asimismo, se
identifico el cluster tad, el cual codifica para proteinas involucradas en el ensamblaje del
pilus de adhesion. Este cluster se encuentra formando parte de una isla de colonizacién
generalizada (WCI, de sus siglas en inglés Widespread Colonization Island), involucrada
en formacion de biopeliculas y en la colonizacion, como se ha observado en bacterias
del género Burkholderia, Mesorhizobium, y Sinorhizobium [209]. La diversidad de
compuestos que secretan estos sistemas, incluyendo toxinas y enzimas hidroliticas, tales
como celulasas, elastasas, amilasas, proteasas, fosfatasas, nucleasas y lipasas, hace
pensar que UYPR2.512 tendria la capacidad de secretar una amplia variedad de

compuestos permitiendo su interaccion con diversos organismos [280].

Formando parte del SSlllI, se identifico el cluster ysc, el cual media el transporte de
proteinas efectoras hacia el espacio extracelular. Varias de estas proteinas presentaron
similitud estructural con las proteinas implicadas en la formacién del flagelo bacteriano,
lo que sugiere una relacion evolutiva entre ambos sistemas y un mecanismo comun de
reconocimiento y exportacion de moléculas [281]. Mediante esta interaccion se logra

reprimir el sistema inmunolégico del hospedero, favoreciendo el establecimiento de la

112



infeccion y la nodulacion. Contrariamente, las proteinas secretadas pueden ser
reconocidas por proteinas receptoras de resistencia (R), y activar una inmunidad
desencadenada por efectores (ETI, de sus siglas en inglés Effector-Triggered Immunity),
bloqueando la infeccidn, y resultando en una interaccién incompatible [282]. Por otro
lado, si bien la virulencia de las bacterias patdégenas de las plantas depende en gran
medida del funcionamiento del SSTIIl, su importancia en la interaccion simbidtica
presenta muchas interrogantes y necesita ser mas estudiada.

La organizacion genética del SSTIII en Cupriavidus no es universal. Su rol en la simbiosis
no esta claro, por un lado se sabe que no es esencial para establecer simbiosis con M.
pudica y su eliminacion en LMG 19424 de C. taiwanensis hace que también nodule a
Leucaena leucocephala [283]. Asimsimo, es uno de los sistemas que aparecen como
mas conservados al analizar los genomas de rizobios [284].

Se identificaron los genes que forman parte del operon pil, los cuales codifican para
proteinas involucradas en la formacion de las fimbrias y del T-pilus, que forman parte del
SSTIV, y se ubicaron tanto en el cromosoma como en plasmidos. Estas estructuras
forman parte de la maquinaria conjugativa de plasmidos encontrada en algunas bacterias
y participan en la transferencia conjugativa de los plasmidos, asi como también en la
adhesion y colonizacion a las células del hospedero [240]. En dicho contexto, en un
estudio en el que se expuso un cultivo de la cepa LMG 19424 de C. taiwanensis a
exudados radiculares de M. pudica, se observo la sobreexpresion de los genes
pilVWXYE y pilQPONM, los cuales codifican para proteinas involucradas en la adhesion
de la raiz, indicando que pueden desempefiar un papel en la colonizacién de la planta
hospedera [273]. Sin embargo, en cuanto al rol de los SSTIV en las interacciones
simbidticas, actualmente se dispone de escasa informacion. En el caso de los rizobios,
estos sistemas presentan una alta homologia con las subunidades VirB/VirD4
identificadas en Agrobacterium [285]. La transcripcidén de los SSTIV esta regulada por el
sistema de dos componentes VirA/VirG, el cual es inducido por flavonoides, incluyendo
la naringenina [286]. En relacion con esto, se ha identificado la presencia de los genes
virD4 y del operdn virB1-B11 en el pSym de la cepa STM815 de B. phymatum, asi como
también en el pRALTA de C. taiwanensis, sugiriendo su posible participacién en la
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transferencia conjugativa [273]. A pesar de ello, aun se requiere de mas investigaciones
para determinar de manera precisa la funcion de los SSTIV en las simbiosis.

Hay muy poca informacion con relacion a la participacion del SSTV en las interacciones
simbioticas. En el genoma de UYPR2.512 se identificaron proteinas involucradas en los
sistemas TPS (HecA/HecB), los cuales presentaron homologia con componentes
pertenecientes a dichos sistemas en otras bacterias (Tabla 14 y Fig. 22) [287]. Se ha
reportado que la exportaciéon y adhesion del efector HecA de Erwinia sp, provoca la
podredumbre en la planta Nicotiana clevelandii [288]. Se ha observado un efecto similar
en Xanthomonas sp, al exportar la adhesinas Fha, jugando un papel crucial en la
colonizacion de las superficies vegetales y la posterior infeccion del hospedero [289].

Por otro lado, en interacciones benéficas entre bacterias del género Azospirillum y sus
plantas hospederas, se ha reportado el papel de HecA en la formacidn de biopeliculas
en la adhesidn a las raices de las plantas y en la produccion factores de crecimiento que
promueven el crecimiento vegetal [290]. La presencia en UYPR2.512 de los genes
HecA/HecB sugiere su posible rol en la adhesion y colonizacidn de otros organismos.

La mayoria de los estudios que brindan informacion sobre los componentes de los
SSTVI, son en base a homologia de secuencia y la mayoria de las proteinas no han sido
caracterizadas. Formando parte del SSTVI de UYPR2.512, se identificaron genes que
codifican para proteinas estructurales y para la maquinaria de inyeccién, los cuales
también se han observado en otros rizobios [290] (Tabla 14 y Fig. 22). Se ha discutido la
participacion de dicho sistema de secrecion en la modificacion y manipulacion de
diversos procesos celulares que permiten que las bacterias colonicen y sobrevivan,
influyendo en la adhesion, la estimulacion de la internalizacion de la bacteria en la planta,
reordenamiento del citoesqueleto y la evasion de la respuesta inmune innatas del
huésped [291]. En dicho contexto, se observd que mutaciones en el SSTVI en P.
phymatum, simbionte de Mimosa spp, afectan la formacidon de biopeliculas,
disminuyendo su agregacion, perdiendo competitividad frente a otras bacterias
colonizadoras [292]. Por lo cual, la presencia del SSTVI en la cepa UYPR2.512, le podria
conferir la habilidad de mejorar la competencia frente a otras bacterias del suelo, capaces
de nodular la misma planta hospedera. Por otro lado, se reportd un trabajo en el cual se
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relaciond el SSTVI con la simbiosis, en el cual plantas de P. vulgaris fueron inoculadas
con cepas mutantes de Rhizobium etli, defectuosas en genes que codifican para
componentes estructurales del SSTVI (tssD, tssA, tssM), observandose la formacion de
nodulos de tamafio mas pequefio en comparacion con la cepa salvaje [293]. Sin
embargo, la actividad de la nitrogenasa no se vio afectada, lo cual sugiere que dichas

mutaciones podrian afectar eventos mas tempranos.

4.4.4 Sintesis de fitohormonas y su regulacion

La identificacion de acds, gen que codifica para la enzima 1-aminocyclopropano-1-
carboxilato (ACC) deaminasa (EC 3.5.99.7) le podria conferir la capacidad a UYPR2.512
de promover el crecimiento vegetal de su planta hospedera, regulando los niveles de

etileno, al igual que se ha observado en otros rizobios [294].

En resumen en este capitulo la re-secuenciacion de UYPR2.512, mejoré su genoma,
identificando cuatro replicones cerrados, incluyendo un plasmido con genes simbi6ticos
nod, nify fix en una isla conservada. Se confirmé que pertenece a la especie necator. El
analisis genético reveld caracteristicas de adaptacion, como tolerancia a metales y
degradacion de compuestos aromaticos. Ademas, UYPR2.512 exhibe componentes
proteicos relacionados con la simbiosis y la fijacién biolégica de nitrégeno, lo que

evidencia su versatilidad y capacidad de adaptacion a diferentes entornos.
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CAPITULOIII

Analisis transcriptdmico de la respuesta de la cepa

UYPR2.512 de Cupriavidus necator a la presencia de luteolina

Objetivo general

Identificar los cambios a nivel de la expresion génica provocados por la luteolina en
UYPR2.512.

Objetivos especificos

1. Confirmar el efecto inductor de la luteolina en la expresidon de los genes nod de
UYPR2.512.

2. Describir los genes y las rutas metabdlicas activadas o reprimidas en presencia
de luteolina.

Resumen

Este capitulo se enfocd en el estudio de una de las primeras etapas de la interaccion
planta-bacteria, en donde el reconocimiento de moléculas, como los flavonoides
presentes en los exudados radiculares, son claves. Partiendo de la informacién de que
la luteolina es inductora de los genes nod en C. taiwanensis, se decidi6 evaluar el efecto
de dicho flavonoide en UYPR2.512. Para ello, dicha cepa se transformé con el plasmido
pCBMO01 que contiene la fusidon transcripcional pnodB19aza-aczy con pcZ388 (plasmido
control que contiene el gen /lacZ sin promotor). Se evalud la capacidad inductora del
flavonoide mediante la medicion de la actividad de la enzima [3-galactosidasa.

Posteriormente, se analizé la respuesta a nivel transcripcional de UYPR2.512 a la
exposicion a luteolina mediante el RNA-Seq. Se utilizaron dos plataformas de
secuenciacion, la primera incluy®é la utilizacion del lon Torrent™ (lon PGM™ Sequencing
Kit de Life Technologies™), la cual se realizé en colaboracion con el Departamento de
Genomica del IIBCE y la segunda en la plataforma de Illumina en el servicio privado de
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Macrogen Inc. Luego, con el fin de conocer las funciones y procesos metabdlicos a los
cuales se encuentran relacionados los DEG (genes diferencialmente expresados), se
realiz6 un analisis de enriquecimiento funcional. Los resultados obtenidos permitieron
generar un modelo integrativo en el cual se presentan las principales rutas metabdlicas,
funciones biologicas, reacciones quimicas, enzimas y genes regulados en UYPR2.512

en respuesta a la exposicién a luteolina.

1 Introduccion

1.1 Transcriptémica. RNA-Seq como aproximacion funcional

El transcriptoma es el conjunto completo de transcritos de ARN en una célula o tejido, e
incluye el ARN ribosomal (ARNr), ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia
(ARNTt), micro ARN (miARN) y otros ARN no codificantes (hcARN). Su analisis tiene como
objetivo cuantificar el nivel de expresion de cada gen del genoma en respuesta a cambios
definidos. En las ultimas décadas, se han desarrollado varias herramientas que permiten
desentraiar los cambios transcripcionales globales, basados en la hibridacién de ADNc
(microarreglos de ADN) o en la secuenciacion de ADNc (secuenciacion de ARN o RNA-
Seq) [295]. Actualmente, este ultimo es el mas utilizado, debido a que permite la
secuenciacion directa de ARN (o ADNc obtenido a partir del ARN). Esta tecnologia ofrece
una mayor resolucion y especificidad, un mayor rango dinamico de niveles de expresion
(> 4 6rdenes de magnitud) y un menor requerimiento de material de entrada (ng), en

comparacion con los microarreglos [296].

El RNA-Seq incluye los siguientes pasos: extraccion del ARNtot, la deplecion de los ARN
ribosomales (ARNr), la obtencién del ADNc a partir del ARNm, la adicion de adaptadores
(con secuencia unica en uno, o0 ambos extremos) para la construccion de librerias de
ADNc y su secuenciacion. Finalmente, las secuencias obtenidas son analizadas
mediante métodos bioinformaticos.

Debido a que el ARNr es el ARN predominante en el ARNtot, el mismo debe ser
eliminado o depletado, sino gran parte de las secuencias obtenidas seran de estas

moléculas que, en la mayoria de las aplicaciones, son menos informativas que el ARNm.
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El ARNr se puede eliminar inmediatamente después del aislamiento del ARN total o
durante la preparacidon de bibliotecas de ADNc. Los primeros dos procedimientos se
basan en la captura y remocion de las subunidades 16S y 23S del ARN ribosémico
bacteriano presentes en el ARNtot, mediante el uso de oligonucledtidos de captura.
Dichos oligos bipartitos se uniran por complementariedad del extremo 5' a una region del
ARNry por su extremo 3' a un oligonucledtido que se encuentra unido covalentemente a
esferas magnéticas. A diferencia de estas metodologias, las cuales depletan transcritos
no deseados (ARNr) previo a la sintesis de las bibliotecas de ADNc, el fabricante NuGen,
utiliza cebadores especificos contra transcritos no deseados en las bibliotecas de ADNCc,

evitando eventos de hibridacion cruzada (consultado en www.agilent.com [297]).

1.2 Analisis de datos de secuencias obtenidas mediante RNA-Seq

Independientemente de la tecnologia de secuenciacidn utilizada, como resultado se
obtiene un conjunto de archivos, con un formato estandar FASTQ [298] , que permite
almacenar las secuencias. Los valores de calidad de la secuencia estan codificados en
la escala Phred [299], la cual da informacion de la probabilidad de error en la asignacion
de nucledtidos. Existen dos bases ASCII (la base 33 y la 64) principalmente utilizadas
para codificar estos valores de calidad en los archivos FASTQ, que suelen ir de un valor
de Q desde 0 hasta 40, que representan la calidad de cada nucledtido.

En la mayoria de los estudios de RNA-seq, los analisis de datos constan de los siguientes
pasos: (1) control de calidad de las secuencias obtenidas, (2) alineamiento de las lecturas
contra el genoma de referencia o ensamblado de novo, (3) cuantificacion de las lecturas
alineadas a los genes, (4) normalizacion de los datos e identificacion de los genes con
expresion diferencial y (5) analisis de enriquecimiento funcional e interpretacion
biolégica. A continuacion, se describiran brevemente, las etapas realizadas en este
trabajo.

1. Control de calidad. El primer paso es comprobar la calidad de las lecturas obtenidas.
Herramientas computacionales como el programa FASTQC [300], permiten visualizar,
mediante valores estadisticos, la probabilidad de que la base asignada sea la correcta.

A su vez, se deben eliminar las secuencias adaptadoras, asi como también las
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secuencias de mala calidad, siendo el programa Trimmomatic [301] uno de los mas
utilizados que permiten identificar, procesar y eliminar aquellas lecturas no aptas para
poder continuar con el procesamiento de los datos.

2. Alineamiento de las lecturas contra un genoma de referencia. Una de las dificultades
que presenta es la de lidiar con lecturas de zonas repetitivas, o regiones que no existen
en la referencia, pero si en la muestra. Para ello, uno de los programas utilizados es el
Bowtie2 [302], el cual evalua la calidad del alineamiento e indica las diferencias

encontradas contra el genoma de referencia.

3. Cuantificacion de las lecturas obtenidas para cada gen. La cuantificacién de las
lecturas asignadas a cada gen se realiza con el fin de identificar los genes expresados
diferencialmente, siendo el feature Counts uno de los programas mas utilizados [303].

4. Normalizacion de los datos e identificacion de los genes con expresion diferencial. Una
vez que se estiman los niveles de expresion de los genes, con el fin de que las muestras
sean comparables, los mismos deben ser normalizados. Esto puede deberse a
diferencias en el numero de lecturas generadas en cada secuenciacion, lo cual produce
cambios en el numero de lecturas mapeadas en diferentes muestras. Los métodos de
normalizacion incluyen el calculo de la cantidad de secuencias por kb de transcrito por
millon de secuencias mapeadas (RPKM, de sus siglas en inglés) [304] o por el calculo
de la cantidad de fragmentos transcritos por millones de secuencias mapeadas y (FPKM,
de sus siglas en inglés) [305], los cuales normalizan el conteo de transcritos teniendo en
cuenta la longitud de estos y la abundancia total de lecturas de la muestra. Luego,
mediante programas que calculan las diferencias entre las muestras como ser EdgeR
[306], se evalua como los niveles de expresion cambian en diferentes condiciones. Como
resultado se obtienen las lecturas normalizadas para cada gen, con su respectivo valor
de tasa de cambio (FC, de sus siglas en inglés Fold Change), valores de probabilidad
(valor de p y valor de q) y una tasa de asignaciones incorrectas (FDR, de sus siglas en
inglés), lo cual permite ver como ha variado la expresion de los genes entre diferentes

condiciones y el soporte estadistico que apoya estas diferencias.
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5. Analisis de enriquecimiento funcional. Este analisis permite identificar, mediante un
test-estadistico, las vias metabdlicas afectadas, basandose en los datos de FC vy los
valores de probabilidad (valores de p) de todos los genes. El test de Fisher es uno de los
mas utilizados, en donde mediante una distribucion binomial o hipergeométrica, se
determina que vias metabdlicas estan enriquecidas significativamente. En este contexto
se suelen utilizar anotaciones de diferentes bases de datos, tales como GO (Gene
Ontology) [307], KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome) [308] y COG
(Cluster of Orthologous Group) [309].

1.3 Trancriptémica aplicada al estudio de la interaccién rizobio-leguminosa

La disponibilidad de secuenciacion y de genomas completos de rizobios y leguminosas,
ha permitido desarrollar y aplicar enfoques de gendmica funcional para comprender de
manera integral como los rizobios se reorganizan y adaptan a nuevos entornos. En las
ultimas décadas, se han llevado a cabo varios estudios de gendmica funcional sobre la
interaccidn rizobio-leguminosa, utilizando enfoques de transcriptomica [273], [310]. Estos
estudios se han basado en analizar el perfil transcriptdmico de los rizobios en respuesta
a la percepcion de flavonoides y su relacidn con la especificidad de su hospedero [311].
En un estudio utilizando RNA-seq, se expuso a la cepa Ch24-10 de R. phaseoli a
exudados radiculares de maiz (Zea mays) y frijol (Phaseolus vulgaris) durante 2 h. Se
observd una sobre-expresiéon de los genes nod y de genes relacionados con el
metabolismo de azucares, aminoacidos, fitoalexinas y genes que codifican para un
SSTIII. Estos resultados sugieren la capacidad adaptativa de los rizobios para colonizar

tanto leguminosas como cereales [312].

Por otro lado, se han llevado a cabo pocos estudios de gendmica funcional de la
interaccion entre los beta-rizobios y las leguminosas. Klonowska y col. en el 2018
realizaron un analisis comparativo del perfil transcriptomico de las cepas P. phymatum
STM815, C. taiwanensis LMG19424, y el alfa rizobio R. mesoamericanum STM3625, en
presencia de exudados radiculares de M. pudica. En cepas de estas tres especies, se

observd la sobre-expresion de los genes nod y de una hidroxilasa de acidos grasos

120



recientemente identificada, lo cual sugiere que desempefaria un papel durante la
infeccidn de la planta. Sin embargo, los resultados obtenidos confirmaron parcialmente
las diferencias previamente observadas en cuanto a la capacidad competitiva de las tres
cepas para infectar a M. pudica [273].

Al comparar los perfiles, se observo que en P. phymatum, en comparaciéon con las otras
dos cepas, se sobre-expresa acdS (que codifica la ACC desaminasa), un gen involucrado
en la biosintesis del acido indol-3-acético (AlA), y otros genes relacionados con los
SSTIV y SSTVI, lo que sugiere que P. phymatum podria ser la cepa mas competente en

esta interaccion.

2 Materiales y métodos

2.1 Cepas bacterianas, medios y condiciones de cultivo

Las cepas de E. coli utilizadas fueron cultivadas en medio LB [313] con los requerimientos
detallados en la tabla 15, e incubadas a 37 °C. Las cepas de Cupriavidus, LMG19424 y
UYPR2.512, fueron cultivadas en medio LB (Anexos) y en medio minimo M9 (Anexos)
incubadas a 30 °C. En el caso de la cepa UYPR2.512 de C. necator, se agrego citrato
14 mM, como fuente de carbono [314].

Tabla 15. Cepas y plasmidos utilizados.

Cepas/plasmidos Caracteristica relevante Referencia

Escherichia coli DH5a Cloning host; F~ A~ endA1 gIinX44(AS) thiE1 recA1 [48]
relA1 spoT1 gyrA96(Nal®) rfbC1 deoR nupG
®80(lacZAM15) A(argF-lac)U169 hsdR17(rk ™ m«k™)

Cupriavidus tawanensis  Cepa de referencia del género Cupriavidus [315]
LMG19424
Cupriavidus necator Cepa utilizada en este trabajo [42]
UYPR2.512
pRK600 Plasmido ayudante utilizado para conjugacion, [316]

oriV(ColE1), RK2(mob * tra *); CmR

pCBMO01 Contiene una region de 401 bp del promotor de [317], [318]
nodB, GmR, TetR

pCZ388 Plasmido control derivado del pLAFR®6, que contiene [317], [318]
el gen lacZ sin promotor, GmR, TetR?
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2.2 Obtencién de las cepas de UYPR2.512 de C. necator portando pCBMO01 o
pCZ388

Los plasmidos fueron introducidos en UYPR2.512 mediante conjugacion triparental
utilizando E. coli DH5a (pCBMO01) o E. coli DH5a (pCZ388) como cepas donadoras y E.
coli DH5a (pRK600) como cepa auxiliar (Tabla 1). Para ello, las cepas bacterianas se
cultivaron a 30 °C en un agitador rotatorio a 200 rpm en medio LB suplementado con el
antibidtico adecuado. Los cultivos en fase exponencial se diluyeron 1/100 (v/v) en medio
LB sin antibidticos y se incubaron hasta alcanzar una DOsoponm = 0,2 — 0,3. Para la
conjugacion, se mezclaron 200 yL de cada cultivo, las células se centrifugaron durante
5 min a 2.300 g y se resuspendieron en 20 yL de medio LB. Se colocaron alicuotas de
10 pL de cada mezcla en medio sélido LB. Se incluyeron alicuotas que contenian cepas
individuales como controles. Las placas se incubaron durante la noche a 30 °C. Las
células se recogieron con un aza estéril, se resuspendieron en 1 mL de medio LB y 100
uL de cada suspension se sembraron en LB que contenia Ampicilina 100 ug/mL (Ap),
Tetraciclina 10 yg/mL (Tc) y Nitrofurantoina 50 pg/mL (Nf). La adicién de Tc permitio la
seleccidn de cepas con el plasmido pCZ388 y pCBMO01, mientras que la adicién de Ap y
Nf, la seleccion de la cepa UYPR2.512, debido a la inhibicion del crecimiento de las cepas
de E. coli. Los transconjugantes NfR, ApR, TcR se seleccionaron para determinar la
presencia de plasmidos, utilizando los cebadores TetAF y TetAR [319] dirigidos al gen
de resistencia a la tetraciclina. Se utilizaron cepas resistentes a antibioticos y que hayan
amplificado mediante PCR los plasmidos de interés, para los ensayos de induccién de
pnodB19424.

2.3 Evaluacion de la expresiéon del pnodB19424-lacZ en UYPR2.512

Para evaluar la expresion del promotor del gen nodB, se utilizé el plasmido pCBMO1
(TcR) que contiene la fusidn transcripcional pnodBisazs-acz [317], [318] o el plasmido
pcZ388 (plasmido control que contiene el gen lacZ sin promotor). Cultivos de UYPR2.512
portando pCBMO01 o pCZ388, se cultivaron ON a 30 °C utilizando un agitador rotatorio a
200 rpm, en 5 mL de medio minimo M9, conteniendo citrato de sodio 14 mM como fuente

de carbono. Finalizado este tiempo, se realizé una dilucion 1/100 (v/v) en medio liquido
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con luteolina 0,1, 0,5, 3,0 0 15 uM (298% (TLC), L9283, Sigma, Aldrich) y los cultivos se
incubaron durante 18 h a 30 °C. Se incluyeron cultivos de control no inducidos para cada
ensayo. Se realizaron triplicados biolégicos independientes. La actividad -galactosidasa

se calculd segun Miller [320], empleando la siguiente formula:

Actividad relativa (Unidades Miller) = FD (Absa2onm/ DOsoonm™*vol *t)
Donde FD es factor de dilucion de la muestra utilizada, DOsoonm: la Densidad optica a
600nm, Abss20nm, Absorbancia a 420nm, vol: volumen del extracto en mL, t: tiempo de

incubacioén de la reaccidon en min.

Ademas, se realizaron experimentos durante 2 h de induccion. Los cultivos bacterianos
crecidos ON se diluyeron 1/100 (v/v) en un medio liquido fresco y se cultivaron hasta que
los cultivos alcanzaron una DOeoonm = 0,5 — 0,6. Seguidamente, se adiciono luteolina a
los cultivos con una concentracion final de 15 yM y se incubaron durante 2 h en las

mismas condiciones.

2.4 Extraccion y purificacion de ARN total (ARNtot) de UYPR2.512

La cepa UYPR2.512 se cultivdé en 5 mL de medio minimo M9 [314] con citrato de sodio
14 mM como fuente de carbono [314], ON a 30 °C, con agitador rotatorio a 200 rpm.
Transcurrido este tiempo, se realiz6é una dilucion 1/100 (v/v) en medio liquido M9 vy el
cultivo se dejo crecer hasta que alcanzé la fase exponencial temprana (DOgoonm = 0,5 -
0,6). Posteriormente, se adicionaron luteolina 15 yM a los cultivos y se incubaron durante
2 h a 30 °C hasta alcanzar la fase exponencial tardia (DOsoonm = 0,7 - 0.8), se incluyeron
controles no inducidos. EI ARNtot se aisl6 mediante la utilizacion del kit comercial
PureLink RNA Mini (Thermo Scientific), segun las instrucciones del fabricante. La pureza
y calidad del ARNtot extraido, se verificé cualitativamente en un gel de agarosa
desnaturalizante 1% en buffer TAE (121 g/L Tris base, 28,55 mL/L acido acético glacial
50 mL EDTA 0,5 M pH 8). Ademas, la verificacidon de la cantidad, integridad y calidad del
ARN, se realiz6 utilizando un espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) y un
bioanalizador Agilent Technologies 2100 (Agilent Technologies). Los experimentos se

123



realizaron en tres réplicas bioldgicas independientes, tanto para el ARNtot de la cepa de
UYPR2.512 en presencia e luteolina como en ausencia de este.

2.5 Analisis transcriptomico a la presencia luteolina mediante RNA-Seq

Con el fin de conocer la respuesta transcripcional a la presencia del inductor luteolina de
UYPR2.512, se realizaron analisis de RNA-Seq utilizando como primera aproximacion la
plataforma del lon Torrent™ (lon PGM™ Sequencing Kit de Life Technologies™) en
colaboracion con el Departamento de Genomica del IIBCE, y como segunda
aproximacion la plataforma de lllumina en Macrogen (Seul, Korea). Los analisis de los
transcriptomas obtenidos fueron realizados en colaboracién con el Dr. Guillermo

Eastman, del Departamento de Gendmica del IIBCE.

2.5.1 Secuenciacion mediante lon Torrent

2.5.1.1 Enriquecimiento de ARN mensajero (ARNm) o deplecién de ARN ribosémico
(ARNTr)

El ARNm para secuenciar se obtuvo mediante la utilizacion de un kit comercial
MICROBExpress (AMBION, Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los experimentos se realizaron en tres réplicas bioldgicas independientes.

Se utilizé un procedimiento para el enriquecimiento de ARNm, en el cual se esperaba
depletar aproximadamente un 80% del ARNr segun como lo sugiere el fabricante del kit.
El procedimiento se basa en la captura y remocion de las subunidades 16S y 23S del
ARNr presentes en el ARN mediante el uso de oligonucledtidos de captura. Dichos oligos
bipartitos se uniran por complementariedad del extremo $' a una region del ARNr y por
su extremo 3' a un oligonucledtido que se encuentra unido covalentemente a esferas
magnéticas. Debido a que el porcentaje de obtencién de ARNm enriquecido a partir de
10 yg de ARN es aproximadamente de entre 1-2,5 ug se realizé un primer paso de
precipitacion y de concentracion. La verificacion de la deplecion del ARNr fue realizada
mediante la utilizacion el kit comercial Agilent RNA 6000 Nano Kit Quick, el cual tiene un
rango cualitativo entre 25-6.000 nt y un rango cuantitativo entre 25-500 ng/uL. EI ARN
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obtenido, mayormente ARNm fue destinado para la construccion de librerias de ADN
copia (ADNCc).

2.5.1.2 Construccion de librerias de ADN copia (ADNc) a partir de los ARNm obtenidos

Las librerias de RNA-Seq fueron construidas mediante la utilizacién del kit comercial lon
Total RNA-Seq Kit v2 (Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. El
protocolo consta de dos bloques que incluyen: un primer paso de fragmentacion de los
ARN (depletados en ARNTr, con un rango esperado de fragmentacion entre 100-200 nt)
y purificacion de los fragmentos, y un segundo bloque donde los fragmentos son ligados
a adaptadores, retrotranscriptos a ADNc, purificados, y se les adicionan cédigos de barra
0 barcodes, para ser finalmente re-purificados y secuenciados.

2.5.1.3 Fragmentacion del ARNm

Las muestras normalizadas (50ng/uL de cada ARNm depletado) fueron incubadas con
la enzima de digestion RNAsa Il (1U/puL) de AMBION (Thermo Scientific) durante 3 min
a 65 °C. La correcta obtencion de una poblacion de transcriptos fragmentados con el
tamano esperado fueron verificados mediante la utilizacion del kit comercial Agilent RNA
6.000 Nano Kit Quick, el cual tiene un rango cualitativo entre 25-6000 nt y un rango
cuantitativo entre 25-500 ng/pL.

2.5.1.4 Amplificacién de ADNc

Los ARNm fragmentados fueron sometidos a una retrotranscripcion, una primera
purificacion, adicidn de oligos para indexar las secuencias o barcodes (lo que permite
poder secuenciar al mismo tiempo multiples muestras en una unica corrida),
amplificacion del ADNc y purificacidn final, mediante la utilizacidn del kit comercial lon
Total RNA-Seq Kit v2 (Thermo Scientific). Cabe destacar que la realizacién de las
purificaciones tiene el fin de seleccionar por tamafo los productos de los ADNc
deseados. La obtencion de una libreria de ADNc de tamafo deseado, en un rango entre
100-230 nt fue evaluada mediante la utilizacion del High Sensitivity DNA Kit, con un rango

cuantitativo de entre 5-500 pg/uL.
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2.5.1.5 Secuenciacion de las librerias

Las librerias fueron secuenciadas en un chip 318, en equipo lon Torrent™, de la
Plataforma de Secuenciacion del IIBCE.

2.5.2 Secuenciacion mediante lllumina

En el caso de la secuenciacion de las librerias de RNA-Seq mediante lllumina en
Macrogen (Macrogen Inc. Korea), se utilizé un protocolo de preparacion de bibliotecas
de deplecién de ARN ribosémico para generar librerias de transcriptomas completos
siguiendo las recomendaciones del fabricante (Kit de eliminaciéon de ARNr Ribo-Zero
para bacterias y Kit de preparacion de muestras de ARNtot TruSeq), y se utilizé la
tecnologia lllumina NovaSeq (100 bp paired-end).

2.5.3 Analisis de las secuencias obtenidas (lon Torrent / lllumina)

En ambas secuenciaciones la calidad de las lecturas de RNA-Seq crudas fueron
analizadas usando FastQC [300].

En el caso de la secuenciacion mediante Illumina, ademas de utilizar el FastQC se evaluo
la calidad de las lecturas mediante la herramienta phred score, el cual brinda un valor de
probabilidad, que indica si la base asignada a una posicion dada en una lectura sea
incorrecta. Se seleccionaron aquellas lecturas con un puntaje de calidad phred score >
30 (1/1000 la probabilidad de error en la identificacion de la base), permitiendo filtrar las
bases de baja calidad y mejorar la precision del ensamblaje de la secuencia.

Con respecto al mapeo, en el caso de la secuenciacion de las librerias de RNA-Seq
mediante el lon Torrent, las secuencias obtenidas fueron mapeadas contra la version 1
del genoma de UYPR2.512 [254], utilizando el mediante el programa CLC 3.7 [302]. En
el caso de las librerias de RNA-Seq secuenciadas por lllumina fueron mapeadas contra
la version 2 del genoma de UYPR2.512, mediante la utilizacion del programa BowtieZ2
[302].
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Con el fin de evaluar como se agrupan las muestras y su variacién, en ambos casos se
realizé un analisis de componentes principales (PCA, de sus siglas en inglés Principal
Component Analysis) en R.

2.5.3.1 Anadlisis de la expresion diferencial de genes

Las secuencias obtenidas por lon Torrent fueron analizadas mediante el programa CLC
3.7 [321].

En el caso de las secuencias obtenidas por lllumina, se utilizaron un conjunto de
programas que corren en linea de comando, los cuales permiten un mejor control de la
totalidad del proceso operativo. Luego de realizarse el mapeo contra la version 2 , se
realizo el conteo de las lecturas obtenidas sobre las secuencias codificantes (CDS),
utilizando el programa FeatureCounts [303].

El analisis de expresion génica diferencial, se realizo utilizando el programa edgeR de R
[306], el cual calcula el FC, valores de p, definiendo un valor de p ajustado o FDR [322].
Los genes diferencialmente expresados (DEG) fueron seleccionados segun el criterio de
|FC| > 2 y FDR o valor de p ajustado < 0,05. El valor de p ajustado menor a 0.05 indica
que la probabilidad de que el resultado observado se deba al azar es inferior al 5%, o

sea que el 5% de los genes diferencialmente expresados fueran falsos positivos

2.5.3.2 Analisis de categorias funcionales

La anotacién funcional se realizé mediante la herramienta web eggNOG-mapper [323].
Con el objetivo de anotar las categorias funcionales, se utilizaron las bases de datos
KEGG (Kyofo Encyclopedia of Genes and Genome) y COG (Cluster of Orthologuos
Group). El analisis de enriquecimiento funcional para los genes diferencialmente
expresados (DEG) se realiz6 mediante la prueba exacta de Fisher, considerando un
enriquecimiento significativo, si el valor de p < 0,05 en el programa Python [324].
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2.5.4 Validacion de RNA-Seq mediante g-PCR

2.5.4.1 Extraccion de ARN total y sintesis de ADN copia

Para realizar los analisis de PCR cuantitativos, se repitio el experimento de induccién en
presencia de luteolina y en ausencia de esta explicado previamente, utilizando esta vez
cinco réplicas biologicas independientes. EI ARNtot se aislé de cultivos de la cepa
UYPR2.512 inducidos y no inducidos, siguiendo el procedimiento previamente descrito.
Posteriormente, se partio de 1ug de ARN el cual fue convertido a ADN copia, utilizando
el kit comercial High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystem) segun
las instrucciones del fabricante. Se incluyeron controles sin retrotranscribir, para cada
réplica biologica.

Los cebadores para utilizar se disefiaron mediante el programa Primer3 [325] y fueron
sintetizados por Macrogen Inc. (Corea). La especificidad de los cebadores y la formacion
de dimeros de cebadores, se comprobaron mediante curvas de disociacion [326]. La
amplificacion mediante PCR de un unico amplicon para cada par de cebador
sintetizados, se verificO mediante la realizacion de una electroforesis en un gel de
agarosa 1%.

Las reacciones de g-PCR se realizaron en un termociclador tactil C1000 (Bio-Rad)
utilizando iIQTM SYBR Green Supermix (Bio-Rad). Las condiciones de las g-PCR fueron
las siguientes: 5 min a 95 °C, 40 ciclos de 15sa95°C,30sa60°Cy30sa72°C.
Los analisis estadisticos se realizaron en el programa estadistico InfoStat [327]. La
distribucion normal de los datos se confirm6 mediante la prueba de Shapiro-Wilk y se
utiliz6 ANOVA unidireccional para las comparaciones de muestras. Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas si el valor de p < 0,05.

2.5.4.2 Especificidad de los cebadores para la g-PCR

La eficiencia de amplificacion de un par de cebadores se refiere a la tasa de duplicacion
del material genético en cada ciclo de amplificacion. Una eficiencia en el rango entre 95-
100% indica una duplicacion completa en cada ciclo, lo cual aseguraria la union mas

eficiente a las secuencias del ADN y la amplificacion del fragmento de interés.
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La eficiencia de los pares de cebadores se evalué mediante la realizacidén de reacciones
de g-PCR independientes. Como molde se utilizaron diluciones seriadas 1/100 v/v de
ADNg de UYPR2.512 de concentracion conocida (a partir de 50 ng/uL), y cebadores de
concentracion final de 500nM. A partir de estos datos se obtuvo una grafica para cada
par de cebadores, cuya pendiente correspondio a la eficiencia de la amplificacién de la
reaccion. Se seleccionaron aquellos juegos de cebadores con un % de eficiencia mayor
a 95%. La eficiencia se calcula mediante la siguiente férmula:

Eficiencia (%) = (10 » (-1 / pendiente) - 1) * 100

Donde la pendiente se refiere a la pendiente negativa de la linea de regresion obtenida
a partir de los valores de ciclo umbral (Ct) en funcion del logaritmo de la concentracion
de ADN inicial.

Durante la amplificacion de la g-PCR, la fluorescencia se detecta después de cada ciclo
de amplificacion. A medida que se amplifica el fragmento de ADN de interés, la cantidad
de producto acumulado aumenta y, por lo tanto, también aumenta la intensidad de
fluorescencia registrada en cada ciclo. Los valores de RFU (eje de las y) representan
esta intensidad de fluorescencia relativa en cada ciclo de amplificacion (eje de las x).
La expresion relativa entre los genes normalizadores y los genes diana, se calcularon
mediante la formula AACH:

AACt = 2  (-ACt)
Donde ACt es la resta del valor de Ct del gen de referencia al valor de Ct del gen de
interés en cada muestra (ACt = Ct gen de interés - Ct gen de referencia).

En el caso de observarse disparidad en las eficiencias de los cebadores, los resultados
se interpretaron mediante el método descrito por Pfaff [328].

Mediante este método se determina la expresion relativa de un gen de interés, en base
a la eficiencia de la amplificacion y la diferencia del Ct de la muestra de interés frente a
una muestra control, en relacion a la eficiencia y la diferencia de Ct de un gen de

referencia.
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La ecuacion utilizada en el método de Pfaff es la siguiente:
relacion = E int # (ACt control-muestra) /E nor * (ACt control-muestra)

Donde E int es la eficiencia del gen de interés, E nor es la eficiencia del gen normalizador,
ACt (control-muestra) es la diferencia de Ct entre la muestra control y de la muestra

problema para el gen de interés o el de referencia.
2.5.4.3 Seleccidn de los genes a evaluar la expresion diferencial

Se seleccionaron varios genes que presentaron diferencia en la expresion con un alto
numero de lecturas, tanto en la condicion de induccion, como en la condicién control. A
sSu vez, se seleccionaron seis genes para ser utilizados como genes normalizadores
(housekeeping). La funcion de estos es normalizar los niveles de expresidén génica de
los genes en ambas condiciones, debido a que no presentan cambios en la expresién y

a su vez corregir los sesgos técnicos y bioldgicos en los datos de RNA-Seq (Tabla 16).

Tabla 16. Secuencias nucleotidicas de cebadores de genes normalizadores, sobre-expresados y sub-
expresados, evaluados para la validacion del RNA-Seq, mediante g-PCR.

Expresion Nombre del Secuencia nucleotidica del juego de cebadores
gen (ID)
Normalizador eloG (F) 5'-CTGTTCTACGTGTCAG-3’

(R) 5-TGATGTTGATGCGGTGTTC-3"

Normalizador rpoH (F) 5'-CCGACCAAACCCTGAATAAC-3’
(R) 5'-GCCTGGATATAGCTGTCGAG-3’

Normalizador rpoN (F) 5'-TCAAGAACATCCAGCAAAGG-3’
(R) 5'-CGTGTAAACCCAGTGTATCG-3’

Normalizador ntrY (F) 5'-GCACACCGAGACTGTAGAATA-3’
(R) 5'-CCGTGTTCGTCAATGATCTTC-3’

Normalizador acoA (F) 5'-GATGTGTTCAAGTCCTCGG-3'
(R) 5'-GCAACTCTGTGATCAACGC-3'

Normalizador hisB (F) 5'-GCGACAAGAAAGGCATCAC-3'
(F) 5'-CCGCATGGTTGACGAAGC--3'

Sobre-expresados nodU (F) 5'-GCTACCGAGGGAATATTAGGG-3'
(R) 5'-GGTACTTGGATTGAATGGCG-3'

Sobre-expresados nodS (F) 5'-ACTGGTATTCGGATCGTCTC-3'
(R) 5-ACTTGTTTGATGTGAACCGG-3'
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Expresion Nombre del Secuencia nucleotidica del juego de cebadores
gen (ID)
Sobre-expresados nodC (F) 5'-GACGATTCTCATGCTGACTGC-3'
(R) 5'-GGTGTCCAGCGTAAGAAAGC-3'
Sobre-expresados nodJ (F) 5'-CTCGGTGAAATGACGTGGGC-3'
(F) 5'-GTAACTCGGCGCAATCGCG-3'
Sobre-expresados hcdP (F) 5'-CGGAATTGGATGTTATAACGCC-3'
(R) 5'-GCTCCTGAAGACTTATCCCAC-3'
Sub-expesados PVSA (F) 5'-GGTCTACTCCAACAGTGATC-3'
(R) 5'-CATTTCCGCCTTGTTCTTG-3'
Sub-expesados exbD (F) 5'-TCCCCGTGATCAACCAC-3'
(R) 5'-GCGCGATATTGCTTTCCAG-3'
Sub-expesados hemP (F) 5'-CATCGCATCCGTGAAGTC-3'

(R) 5-CGCAACGTGTAGACATCG-3'

3 Resultados

3.1 Evaluacion de la expresion del gen pnodB19424-lacZ en UYPR2.512

La respuesta de los genes nod bacterianos a la presencia de luteolina se evalu6 en

cultivos de la cepa UYPR2.512 portando pCBMO01 o pCZ388, mediante la determinacion

de la actividad de la B-galactosidasa. Como se muestra en la figura 27, luego de 18 h de

incubacion en presencia de luteolina, se observo un aumento significativo en la actividad

de la B-galactosidasa en UYPR2.512 portando pCBMO01, en comparacion con

UYPR2.512 portando pCZ388, en todas las concentraciones de luteolina ensayadas, con

respecto a cultivos crecidos sin presencia de luteolina. A su vez se observd una

correlacion positiva entre la concentracion de luteolina y mayor expresion.

Esto indica que la luteolina es un potente inductor de la expresion génica de los genes

nod en UYPR2.512.
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Figura 27. Respuesta de la region promotora del gen nodB a concentraciones decrecientes de luteolina en
cultivos de UYPR2.512.

La determinacion de la actividad B-galactosidasa se realizé en cultivos de la cepa UYPR2.512 portando el
plasmido pCBMO01, que contiene la fusion transcripcional pnodB1g4z24-acz 0 €l plasmido pCZ388 (plasmido
control que contiene un promotor lacZ sin promotor) [317]. En todos los casos, la expresion de lacZ se
evalué como actividad B-galactosidasa, registrada en unidades Miller, después de 18 h de incubacién a 30
°C, en presencia de cantidades decrecientes de luteolina (15uM, 3uM, 0,5uM y 0,1uM). Los datos se

expresan como la media de tres réplicas bioldgicas con sus errores estandar.

Se hizo un ensayo similar, con un menor tiempo de exposicion (2 h) a luteolina (Fig. 28).
Bajo estas condiciones, se observo la induccion en la expresion de la fusion pnodB-lacZ
en los cultivos luego de 2 h de induccidn, utilizando una concentracion de luteolina de 15
MM. Estos resultados evidencian que la luteolina es un rapido inductor de la expresion
génica en UYPR2.512.

Por lo tanto, se decidio utilizar una concentracion de luteolina de 15 pM y un tiempo de
induccion de 2 h, para estudiar los cambios globales a nivel transcripcional en
UYPR2.512.
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Figura 28. Respuesta de la region promotora del gen nodB en presencia de luteolina en cultivos de
UYPR2.512.

La determinacion de la actividad B-galactosidasa se realizé en cultivos de UYPR2.512 portando pCBMO1
0 pCZ388. La expresion de lacZ se evalud como actividad $-galactosidasa registrada como unidades Miller
después de incubacion durante 2 h, a 30 °C en presencia de 15 uM de luteolina, con respecto a un control
sin el agregado de luteolina. Los datos se expresan como la media de tres réplicas biologicas con sus

errores estandar.

3.2 Obtencion del ARNtot bacteriano

Se lograron obtener entre 15 pg y 20 ug de ARNtot con valores de integridad (RIN)
superiores a 7, lo que indica una alta calidad del ARNt obtenido. Ademas, el analisis del
ARNtot mediante electroforesis en gel de agarosa demostr6 la ausencia de
contaminacion de ADNg en todas las muestras (Fig. 29). Por lo tanto, el ARNtot obtenido
cumplié con los requisitos necesarios para proceder con la construccién de las librerias
de RNA-Seq.
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Figura 29. Extraccion y purificacion del ARNtot de UYPR2.512.
Gel agarosa 1%. ARNtot de UYPR2.512 suplementado con 15uM de luteolina. Las flechas indican las

bandas correspondientes a las subunidades 16S y 23S del ARNr.
3.3 Construccion de librerias de RNA-Seq para lon Torrent

3.3.1 Enriquecimiento del ARNm o deplecion de los ARNr

Una vez obtenido el ARNtot, el siguiente paso en la construccion de las librerias consistio
en enriquecer las muestras con ARNm, asegurando que las lecturas generadas
posteriormente se correspondieran con ARN codificante en lugar del ARNr, que es el
mas abundante. Para ello, se aplicé un método de purificacion basado en la eliminacion
de las subunidades 16S y 23S del ARNr, lo que resulté en una disminucion en la cantidad
de ARNr, como se aprecia en los cromatogramas mostrados en la figura 30. En dicha
figura se presentan los perfiles de los fragmentos de ARN presentes en cada muestra
luego de la deplecion (muestras de 1 a 6), asi como antes de la deplecion (muestras 1R
a 6R). La ausencia de los picos correspondientes a las subunidades del 16S y 23S del
ARNr en las muestras tratadas indica que el proceso de deplecion resultd exitoso. A
continuacion, se llevo a cabo la fragmentacion de los ARNm obtenidos.
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Figura 30. Analisis cualitativo mediante Bioanalizador del ARNtot obtenido a partir del cultivo de
UYPR2.512 en presencia y en ausencia de luteolina.

La numeracién de 1 a 6, indican las muestras de ARNtot, luego de la deplecion de ARNr, y la numeracion
de 1R hasta 6R, indican las muestras de ARNtot previo a la deplecion de ARNr. En las muestras 1R hasta

6R, se indican los picos correspondientes a las subunidades del 16S y 23S del ARNTr.

3.3.2 Fragmentacién del ARNm

Luego del tratamiento con RNAsa, se observo un incremento en la poblacién de
fragmentos de ARN en el rango de 150 a 200 nt, lo cual indica la efectividad del
tratamiento. Este efecto se puede apreciar en el desplazamiento de la curva azul (ARNm
depletado y fragmentado) en comparacién con la curva roja (ARNm depletado pero no
fragmentado) en la figura 31. Es importante destacar que la obtencion de fragmentos de
ARNm en el rango de 200 nt es crucial para lograr una correcta ligacion con los

adaptadores utilizados durante el proceso de secuenciacion.
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Figura 31. Cromatogramas de ARNm depletado y purificado de UYPR2.512.

Paneles A, B y C en ausencia de luteolina y paneles D, E y F, en presencia de luteolina. Sin fragmentar
(curva roja) y luego de ser fragmentado (curva azul). El corrimiento en la curva azul hacia la derecha
demuestra una correcta fragmentacién del ARNm depletado del tamafio deseado. Los rectangulos indican

los fragmentos de 200nt esperados, para cada una de las muestras, luego de la fragmentacion enzimatica.

3.3.3 Obtencion del ADNc

Una vez obtenido el ARN enriquecido en ARNm y fragmentos del tamafo adecuado, el
siguiente paso consistio en la obtencién del ADNc. Para ello, se realiz6 una optimizacion
de la cantidad de ARN requerida para obtener una alta proporcion de fragmentos de
ADNCc con el tamafo deseado (Fig. 32). Se obtuvo un mayor porcentaje de fragmentos
del tamano esperado al utilizar una dilucién 1:10 del ARN (Fig. 32-C), por lo tanto, se

decidié continuar trabajando con esta dilucion. Al aplicar estos parametros, se logré
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obtener un alto porcentaje de fragmentos de ADNc con el tamafio deseado (relacion
60/160 nt igual a 7%).
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Figura 32. Libreria de ADNc amplificada de UYPR2.512.
Se indican en: (A) ADNc dilucion 1:1000, (B) dilucién 1:100 y (C) dilucion 1:10. El recuadro de color negro
en C, indica la alta poblacion de fragmentos de ADNc con un tamafo esperado entre 100-150 nt. Se

muestra una sola muestra representativa. Se realizaron triplicados biolégicos.
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3.3.4 Analisis transcriptomico de UYPR2.512 en presencia de luteolina

3.3.4.1 Primera aproximacion: Secuenciacion en lon Torrent

Mediante la secuenciacion con la plataforma lon Torrent se obtuvo un total aproximado
de 250.000 de lecturas por muestra. Este resultdé un numero de lecturas muy inferior al
esperado ya que se esperaba obtener aproximadamente 5 millones de lecturas/muestra.
A su vez, el mapeo de las secuencias obtenidas contra el genoma de referencia indico
que, alrededor del 80-85% de las lecturas, correspondian a ARNTr.

Se identificaron un total de 52 genes expresados diferencialmente (DEG), de los cuales
20 fueron sobre-expresados (logFC > 2 y valor de p ajustado (FDR) < 0,05), y 32 sub-
expresados (logFC < -2 y valor de p ajustado < 0,05) (Tabla 17 y 18), respectivamente.
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Tabla 17. Genes sobre-expresados en presencia de luteolina.

Se indican la descripcion del gen, log FC, FC I/C (inducido versus control) y valor de p (FDR).

Descripcion del gen Nombre del logFC FCIl/C valor de p
gen (FDR)

ABC-type multidrug transport system Isei_0057 4,54 23,20 0,05
permease component
Mobile element protein NA 4,51 22,77 0,04
Putative protein-S-isoprenylcysteine NA 3,67 12,71 3,78E-03
methyltransferase
UDP-glucose 4-epimerase (EC 5.1.3.2) NA 3,3 9,84 0,01
Hypothetical protein NA 2,86 7,27 0,05
Probable transmembrane protein NA 2,8 6,98 0.,3
Regulatory protein LysR NA 2,8 6,98 0,03
Hypothetical protein NA 2,41 5,32 8,25E-03
Curli production assembly/transport csqG 2,39 5,25 0,02
component CsgG
Nodulation protein U (EC 2.1.3) nodU 2,21 4,64 1,39E-05
F1G028593: membrane protein NA 2,04 412 0,02
Nodulation ABC transporter Nodl nod/ 1,98 3,96 0,02
2-hydroxychromene-2-carboxylate doxJ 1,68 3,20 0,04
isomerase
Vibrioferrin amide bond forming protein NA 1,54 2,91 1,52E-03
PvsD/ Siderophore synthetase superfamily
Thioredoxin reductase (EC 1.8.1.9) trxB 1,5 2,83 7,42E-03
Glucose-6-phosphate isomerase (EC NA 1,5 2,83 0,03
5.3.1.9)
Vibrioferrin decarboxylase protein PvskE pvsE 1,21 2,32 0,04
FIG000325: clustered with transcription nusA 1,17 2,25 0,04
termination protein NusA
Histone-like protein NA 1,13 2,19 0,03
Predicted ATPase related to phosphate phoH 1,04 2,05 0,02

starvation-inducible protein PhoH
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Tabla 18. Genes sub-expresados en presencia de luteolina.

Se indican la descripcion del gen, log FC, FC I/C (inducido versus control) y valor de p (FDR).

Descripcion del gen Nombre logFC FCIl/C Valor de p
del gen (FDR)

Threonyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.3) NA -1,06 -2,09 0,03
FIG000859: hypothetical protein YebC yebC -1,22 -2,33 0,05
Acyl-CoA dehydrogenase (EC 1.3.8.7) NA -1,26 -2,39 0,03
Hypothetical protein NA -1,28 -2,43 0,04
Soluble lytic murein transglycosylase precursor (EC sit -1,37 -2,58 0,04
3.2.1)
Cytoplasmic axial filament protein CafA and NA -1,41 -2,66 0,05
Ribonuclease G (EC 3.1.4)
IMP cyclohydrolase (EC 3.5.4.10) purHINA -1,47 -2,77 0,01
/Phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide
formyltransferase (EC 2.1.2.3)
Glucans biosynthesis protein G precursor mdoG -1,48 -2,80 0,04
Anaerobic dehydrogenases typically cgl0529 -1,48 -2,80 0,04
selenocysteine-containing
F1G01285306: hypothetical protein NA -1,62 -3,08 8,18E-03
Outer membrane lipoprotein carrier protein LolA lolA -1,64 -3,11 0,04
Cell division protein NA -1,64 -3,11 0,04
Predicted transcriptional regulator for fatty acid fadP -1,68 -3,20 0,02
degradation FadP TetR family
Phosphate:acyl-ACP acyltransferase PlsX plsX -1,73 -3,31 3,11E-03
Ribosomal large subunit pseudouridine synthase B rluB -1,79 -3,47 1,77E-03
(EC 4.2.1.70)
Chaperonin 33kDa (Heat shock protein 33) (HSP33) hsp33 -1,94 -3,83 0,03
Ribonucleotide reductase of class Il (coenzyme nrdJ -1,98 -3,95 9,35E-03
B12-dependent) (EC 1.17.4.1)
Iron-sulfur cluster regulator IscR iSCR -2,08 -4,23 0,05
3-ketoacyl-CoA thiolase (EC 2.3.1.16) acaaz2 -2,18 -4,54 0,04
Cobalt/zinc/cadmium  efflux RND transporter czcB -2,18 -4,55 0,04
membrane fusion protein CzcB family
NADPH:quinone oxidoreductase nqr -2,24 -4,71 9,19E-03
Peptide chain release factor prfB -2,24 -4,71 0,01
Dioxygenases related to 2-nitropropane  sy1_ 21710 -2,28 -4,86 0,03
dioxygenase
Nitrate/nitrite transporter narK -2,28 -4,86 0,03
Dipeptide-binding ABC transporter periplasmic hbzs_ 101840 -2,36 -5,13 0,03

substrate-binding component (TC 3.A.1.5.2)
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Descripcion del gen Nombre logFC FCIl/C Valor de p

del gen (FDR)

Putative helicase NA -2,37 -5,17 0,03
Hypothetical protein NA -2,59 -6,03 2,89E-03
Hypothetical protein NA -2,79 -6,91 0,04
Hypothetical protein NA -2,79 -6,91 0,04
Respiratory nitrate reductase beta chain (EC 42 m1771 -3,25 -9,49 2,23E-04
1.7.99.4)

Mobile element protein NA -5,19 -36,43 0,05

Dado el bajo nivel de cobertura de secuencia obtenido utilizando la plataforma lon
Torrent, se tomo la decision de repetir el experimento utilizando la tecnologia de lllumina
para la secuenciacién. En esta ocasién, los ARN extraidos se enviaron a Macrogen Inc,
quienes generaron las librerias y llevaron a cabo la secuenciacion de los ADNc. Se
obtuvo un promedio de 27 millones de lecturas, cada una con una longitud de 100 pb por
muestra. Se logréo mapear mas del 95% de las lecturas para cada muestra en el genoma
de referencia, y mas del 85% se alinearon con secuencias codificantes anotadas (Tabla
19).

Tabla 19. Caracteristicas generales de las secuencias obtenidas.
Se muestra el total de lecturas obtenidas para cada muestra y el nimero de secuencias mapeadas contra

el genoma de referencia en cada caso.

Muestra Numero total de Numero de lecturas Numero de Numero de %
lecturas de ambos extremos lecturas de ambos lecturas mapeo
secuenciadas en mapeadas en el extremos mapeadas en un
ambos extremos mismo transcrito mapeadas en otro solo extremo
transcrito
Control 1 23.402.250 19.797.557 1.913.459 1.343.854 95,28%
Control 2 27.610.809 25.148.200 1.071.910 1.133.015 97,01%
Control 3 26.942.222 23.890.190 2.037.566 1.002.542 98,10%
Luteolina 1 24.894.361 22.507.441 1.396.324 921.207 97,87%
Luteolina 2 30.626.823 26.826.430 2.365.994 1.315.292 97,46%
Luteolina 3 28.420.362 25.549.257 1.656.514 1.002.682 97,49%
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El PCA permitié discriminar las muestras segun su condicion, revelando una clara
proximidad entre las muestras tratadas con luteolina (Fig. 33). La primera dimension del
PCA explico el 88,6% de la variabilidad y separé de manera precisa las muestras de
control 1 y 2 de las muestras tratadas con luteolina. La segunda dimension completé la
separacion al distinguir las muestras de control 3. Estos resultados indican que existe
una mayor variabilidad en la expresion génica entre las muestras de control en

comparacion con las muestras tratadas con luteolina.

Cogtrol_1

Control 3

““““ Luteo_2e~ -

Dim2 (6.4%)

Lu;eo_3

eControl_2

Lu;eoj

P PR A LY TP g S

Dim1 (86.9%)

Figura 33. Analisis de componentes principales (PCA).
La dimension 1 explica el 86.9% de la variabilidad y separa correctamente las muestras de control 1y 2,

de las tratadas con luteolina, mientras que la dimensién 2 separa las muestras de las muestras control.

3.3.5 Analisis de la expresion diferencial de genes

Se observaron un total de 145 genes diferencialmente expresados (DEG), en cultivos de
UYPR2.512 en presencia de luteolina, de los cuales 73 genes corresponden a genes
sub-expresados y 72 a genes sobre-expresados (Tabla S2 y S3 complementarias de los
Anexos). El grafico del volcan permitié identificar los genes expresados diferencialmente
(Fig. 34). Por ejemplo, al graficar el -log2FC en el eje horizontal (logaritmo del cambio en
la expresion) y en el eje vertical su significancia estadistica (-log1o valor de p ajustado),
permitié identificar los genes que muestran cambios significativos en su expresion en

presencia de luteolina en comparacion con la condicion control. Los puntos en la parte
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superior del volcan (en color rojo y azul) indican genes con alta significancia estadistica,
lo que implica una diferencia en su expresion en comparacion con el control.

A su vez, los puntos en los extremos izquierdo y derecho del volcan representaron los
genes que experimentan los mayores cambios en su expresion. Estos genes pueden
tener una mayor relevancia bioldgica debido a la magnitud de su cambio en comparacion
con los genes ubicados en el centro del volcan.

Por otro lado, los puntos ubicados en la regidn superior izquierda del volcan
correspondieron a genes estan significativamente sobre-expresados, mientras que los
correspondientes a genes en la region superior derecha estan significativamente sub-
expresados, lo que sugiere que dichos genes pueden estar regulados de manera positiva

0 negativa, respectivamente, en respuesta a las condiciones experimentales.

-log,, p-adjusted value
2
|

-4 -2 0 2 4

log, Fold Change (Luteolin/Control)

Figura 34. Diagrama de volcan mostrando los genes diferencialmente expresados (DEG) en presencia de
luteolina.

En el diagrama se grafica la tasa de cambio (log2FC luteolina/control) versus la significancia estadistica
para cada gen (-logio del valor p ajustado). Los puntos de color azul y de color rojo, corresponden a los
genes que satisfacen los dos criterios utilizados de FC y el estadistico. En color negro, se indican genes
que no satisfacen el criterio de FC, y se detectan con el mismo nivel tanto en presencia como en ausencia

de luteolina.
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Con el fin de visualizar patrones, tendencias y variaciones en la expresion de los genes
en todas las muestras, se generé un Heat map. Se utilizaron diferentes colores para
distinguir la expresidn de cada gen, y la intensidad del color se relaciona con la tendencia
de expresion de dicho gen.

En la Figura 35A se muestra el Heat map correspondiente a la expresion de 145 DEG,
tanto sub-expresados como sobre-expresados en presencia de luteolina. Este analisis
reveld la presencia de dos clusters. Un primer cluster que incluye los grupos LUT1, LUT2
y LUT3, y un segundo cluster que incluye los grupos CON1, CON2 y CONS3. Estos
clusteres agruparon los genes segun su nivel de expresion. Ademas, el color verde y
marron representa los niveles de expresion de los genes sobre-expresados y sub-
expresados, respectivamente. Al analizar la Figura 35A, se observé una diferencia en los
niveles de expresion entre ambos clusteres, e incluso entre los triplicados biolégicos de
cada cluster, lo que indico una regulacion dinamica diferente entre genes sobre-
expresados y sub-expresados.

Ademas, al graficar la distribucidn de los valores de expresion normalizada (FPKM) para
cada DEG, se observo que los genes sub-expresados correspondian a genes altamente
expresados en la condicion de control (mediana de 867 FPKM), cuya expresion
disminuyo en presencia de luteolina (mediana de 223 FPKM) (Fig. 35B). Por otro lado,
los DEG sobre-expresados correspondian a genes con una expresiéon muy baja en la
condicion de control (mediana de 5,9 FPKM), cuya expresion se indujo en presencia de
luteolina (mediana de 21 FPKM), aunque siempre por debajo de los valores de expresion
normalizada de los genes reprimidos. Estos hallazgos indican que la luteolina ejerce un
doble efecto regulador sobre la expresion génica en UYPR2.512, no solo induciendo la
expresion de un numero significativo de genes que estaban practicamente inactivos, sino
también reduciendo los niveles de ARNm de un numero importante de genes que tenian

una expresion alta en ausencia del flavonoide.
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Figura 35. Comparativa de los niveles de expresion de los genes expresados diferencialmente.

Se indican en: (A) Heat map de la expresion de los 145 genes DEG en presencia de luteolina. En color
verde y marron se indican los niveles de expresion de los genes sobre-expresados y sub-expresados
respectivamente. Se indica el nombre de los 10 genes con mayor tasa de cambio en cada condicion. (B)
Diagrama de caja de la expresion normalizada (FPKM) de genes sub-expresados en color azul y sobre-

expresados en color rojo, en ausencia y presencia de luteolina. Se indican las medianas de los FPKM.

Ademas, se observo una distribucion particular de los genes sobre-expresados y sub-
expresados entre los replicones. El 86,3% de los genes sub-expresados se encontraron
en el chr1, mientras que los genes sobre-expresados se distribuyen de manera mas
equitativa entre el chr1, el chr2 y el plasmido simbiético (pSym) y en el resto de los

replicones (25%, 33%, 22% y 20%, respectivamente) (Tabla 20). Esta distribucion no es
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aleatoria si consideramos el numero de genes anotados en cada replicdn. Los genes
sub-expresados se enriquecieron a lo largo del chr1 (prueba exacta de Fisher, valor de
p < 1,0E-05), mientras que los genes sobre-expresados tienen una fraccion sobre
representada de genes ubicados en el pSym (valor de p = 4,0E-04), una proporcion
esperada de genes del chr2 y una fraccion subrepresentada de genes del chr1 (valor de
p = 1,7E-03). La amplia distribucion de genes inducidos versus reprimidos entre los
replicones de UYPR2.512 sugiere una respuesta diferencial a la luteolina en diferentes

procesos celulares.

Tabla 20. Distribucién de genes sobre-expresados y sub-expresados
Se indican las cantidades de genes sobre-expresados y sub-expresados en cada uno de los replicones, y
su porcentaje con respecto al total.

Replicén Genes sobre-expresados Genes sub-expresados
chr1 18 25% 63 86,3%
chr2 24 33,3% 8 11,0%
pCne512e (pSym) 16 22,2% 1 1,4%
pCne512d 2 2,8% 1 1,4%
pCne512¢c 1 1,4% 0 0%
pCne512b 7 9,7% 0 0%
pCne512a 4 5,6% 0 0%
Total 72 73

3.3.6 Analisis de enriquecimiento funcional

Con el objetivo de estudiar la respuesta de UYPR2.512 a la presencia de luteolina en
diferentes procesos celulares, se clasificaron los DEG en categorias COG (Figura 36) y
se asignaron a las vias KEGG (Tabla 21 y 22). Se logré categorizar el 83,5% de los DEG
sub-expresados y el 65% de los DEG sobre-expresados. Los DEG anotados se
distribuyeron en 20 categorias COG, lo cual indicé un amplio efecto de la luteolina en las
funciones celulares de la cepa UYPR2.512. Al realizar el analisis de enriquecimiento
basado en las categorias COG utilizando todos los DEG, se observo un enriquecimiento

de las categorias C (Produccion y conversion de energia) y P (Transporte y metabolismo
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de iones inorganicos) (Fig. 36). Por otro lado, al utilizar solo los DEG sub-expresados,
las categorias C (Produccién y conversion de energia) y E (Metabolismo y transporte de
aminoacidos) fueron las enriquecidas, mientras que al utilizar los DEG sobre-expresados,
la categoria Z (Citoesqueleto) fue la unica enriquecida (Fig. 36). Sin embargo, se
encontré que 26 genes sobre-expresados no se clasificaron en ninguna categoria COG,
lo que sugiere que este analisis probablemente subestimé el numero de funciones

afectadas.

Con el objetivo de profundizar en el efecto de la luteolina sobre el metabolismo de
UYPR2.512, se realizé un analisis de las vias KEGG en las que participan los DEG (Tabla
21 y 22). Los analisis de enriquecimiento revelaron que la mayoria de las vias
enriquecidas entre los DEG sub-expresados pertenecian a la clase de Metabolismo,
incluyendo el metabolismo de carbohidratos, energia, nucleétidos, aminoacidos,
cofactores y vitaminas (Tabla 21). Estos resultados, junto con los analisis anteriores
basados en categorias COG, sugieren que en UYPR2.512, la clase Metabolismo es uno
de los principales procesos celulares afectados por la exposicion a la luteolina. Por otro
lado, la clase de Procesamiento de informacion ambiental fue la clase mas representada
entre las vias KO, de los DEG sobre-expresados (Tabla 22). Estos resultados respaldan
la hipotesis de que la luteolina actua como una fuerte sefial quimica para UYPR2.512.
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Figura 36. Analisis de enriquecimiento funcional de las categorias COG en los genes sobre-expresados y
en sub-expresados.

Se muestran las categorias COG asignadas para genes sobre-expresados (en color rojo) y sub-
expresados (en color azul). Las categorias de COG estadisticamente enriquecidas que consideran todos
los DEG, se indican con un asterisco negro, mientras que las categorias especificas de COG
estadisticamente enriquecidas para conjuntos de datos de genes sobre-expresados o sub-expresados se
muestran con un asterisco blanco (prueba exacta de Fisher; *: <0,05; **: <0,01). Descripcion de las
categorias COG: C — Produccion y conversion de energia; D — Control del ciclo celular y mitosis; E —
Metabolismo de aminoacidos y transporte; F — Metabolismo de nucleétidos y transporte; G — Metabolismo
de carbohidratos y transporte; H — Metabolismo de coenzimas; | — Metabolismo de lipidos; J — Traduccién;
K — Transcripcion; L — Replicacién y reparacion; M — Biogénesis de pared celular/membrana/envoltura; N
— Motilidad celular; O: modificacién postransduccional, recambio de proteinas, funciones de chaperona; P
— Transporte de iones inorganicos y metabolismo; Q — Estructura Secundaria; S — Funcion desconocida;

T — Transduccion de sefial; U — Trafico intracelular y secrecion; Z — Citoesqueleto; NC — No clasificado.
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Tabla 21. Analisis de enriquecimiento funcional de las vias KO, en genes sub-expresados

Se muestran la clase, subclase y via KO enriquecida. Se indica el nimero de genes asignados a cada via
en la lista de DEG y en el nimero de todos los genes del genoma completo de UYPR2.512 asignados a
cada via. El valor de p indica el soporte estadistico que apoya el enriquecimiento de cada via, segun
prueba exacta de Fisher p < 0,05.

N.° DEG N.°
Clase Subclase Via KO ID KO sub- total de  valor de p
expresados  genes

Metabolismo
Vias metabdlicas Ko01100 27 1397 1,64E-05

Metabolismo del
acido 2- Ko01210 4 69 2,74E-03
oxocarboxilico

Metabolismo del

carbono Ko01200 6 298 4,06E-02
Biosintesis de
Mapas aminoacidos Ko01230 7 228 3,12E-03
globales o
Biosintesis de 1561130 13 488 2,05E-04
antibidticos
Metabolismo
microbiano en Ko01120 13 738 9,99E-03
diversos ambientes
Biosintesis de
metabolitos Ko01110 17 575 4,47E-06
secundarios
Ciclo del citrato
Metabolismo (TCA) Ko00020 5 60 1,47E-04
de
Carbohidratos Metabolismo del _
piruvato Ko00620 4 138 2,96E-02
Fosforilacion 590190 7 100 2,04E-05
oxidativa
Fotosintesis Ko00195 4 21 2,58E-05
Vias de fijacion de
) carbono en Ko00720 4 89 6,81E-03
Metabo“smo procariotas
de energia .
Metabolismo del 5900 4 94 8,24E-03
azufre
Vias de fijacion de
carbono en Ko00710 2 31 2,83E-02
organismos
fotosintéticos
Metabolismo .
de Metatiﬁ:'nsa”;o de  Ko00230 4 141 3,17E-02
nucledtidos P
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N.° DEG N.°
Clase Subclase Via KO ID KO sub- total de  valor de p
expresados genes
Metabolismo de
alanina, aspartatoy = Ko00250 4 48 7,04E-04
glutamato
Metabolismo de
cisteinay Ko00270 4 66 2,33E-03
Metabolismo metionina
de Metabolismo de
aminodacidos arginina Ko00220 3 36 3,44E-03
Metabolismo de ;50350 3 60 1,43E-02
tirosina
Biosintesis de
valina, leucina e Ko00290 2 38 4,11E-02
isoleucina
Metabolismo .
de otros Metabolismo de 50460 2 20 1,23E-02
A aminodacidos ciano
aminoacidos
Metabolismo Lo .
de cofactores  Diosintesis de CoA 477 2 39 4,31E-02
. y pantotenato
y vitaminas
Procesamiento Plegamiento, Dearadacion de
de informacién clasificacion y 9 Ko03018 3 29 1,84E-03
. s ARN
Genética degradacién
Procesamiento
de informacion Yansporte de  Transportadores 45010 7 245 4,63E-03
membrana ABC

del ambiente
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Tabla 22. Analisis de enriquecimiento funcional de las vias KO en genes sobre-expresados

Se muestran la clase, subclase y via KO enriquecida. Se indica el nimero de genes asignados a cada via
en la lista de DEG y en el nimero de todos los genes del genoma completo de UYPR2.512 asignados a
cada via. El valor de p indica el soporte estadistico que apoya el enriquecimiento de cada via, segun

prueba exacta de Fisher p < 0,05.

N.° DEG N.° total
Clase Subclase Via KO ID KO sobre- de Valor de p
expresados genes
Metabo]@mo Fijacion del Ko01710 2 31 1,72E-02
energético carbono
Metabolismo Metabolismo de
de otros los compuestos Ko01450 2 33 1,94E-02
aminoacidos de selenio
Metabolismo Metabolismo y
degradacion Degrgdamon de Ko01363 1 y 6,52E-03
de compuestos bisfenol
xenobidticos
Transporte de  Transportadore Ko01210 6 245 4.99E-03
membrana de membrana
. Vias de
Procesamiento Transduccion sefalizacion
de informacion ~ Ko014016 1 6 3,85E-02
del ambiente de sefales con la planta
MAPK
Procesamiento Comunidad Quorum
celular: ; Ko012024 4 222 5,62E-02
celular . sensing
procariotas

A continuacion, se describira en profundidad la composicion génica de los tres replicones
pCne512e (pSym), chr1 y chr2, los cuales albergaron la mayoria de los genes
diferencialmente expresados. Se describira en particular aquellos genes relacionados a

la interaccion planta-bacteria y los que son caracteristicos del género Cupriavidus.

3.3.7 Genes sobre-expresados en presencia de luteolina

Las caracteristicas principales de los genes que se detallaran a continuacion, se incluiran
en la tabla 23.

3.3.7.1 Genes pertenecientes al pCne512e (pSym)

En presencia de luteolina, se observo la sobre-expresion de ocho genes del operdn nod,
que incluyen a nodA (ID = 4627), nodC (ID = 4631), nodH (ID = 4628), nodQ (ID = 4624),

nodS (ID = 4626), nodU (ID = 4625), nodJ (ID = 4629) y nod! (ID = 4630) involucrados
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en la biosintesis y exportacion de los factores nod (NFs) [109]. Al comparar las
condiciones de control con las condiciones en presencia de luteolina, se observo un
aumento en el numero de lecturas asignadas a lo largo del operon nod, reflejando una
amplia cobertura de lecturas (Fig. 37). En este contexto, todos los genes del operén nod
mostraron una regulacion positiva significativa en sus niveles de expresion (valor de p
ajustado < 0,05), excepto el gen nodB (ID = 4632), el cual codifica para una polisacarido
desacetilasa. En este caso se observo un FC = 2,43, pero con un valor p valor ajustado
de 0,096, el cual es mayor al criterio de significancia estadistica seleccionado (FDR <
0,05). Por otro lado, la expresion del gen nodD no presentd cambios significativos (FC =
1,14 y un valor de p ajustado = 0,78) en presencia de luteolina, lo cual ha sido descrito
previamente en otros rizobios [329].
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Figura 37. Comparacion de la expresion de los genes nod en presencia y en ausencia de luteolina.

.Se presenta la cobertura de lectura del operén nod en las seis muestras analizadas, utilizando la misma
escala. Se puede observar una baja cobertura de lecturas en las tres muestras de control en comparacion
con las muestras en presencia de luteolina, donde las tres réplicas muestran un incremento en la cantidad

de lecturas mapeadas en todos los genes del operdn.

145



Aguas arriba del operon nod, se detectd sobre-expresion del gen hdcP (ID = 4622), el
cual esta anotado como una proteina con un dominio de hemeritrina conservado, del cual
se desconoce su funcion, pero comparte cierta similitud con reguladores
transcripcionales de la familia Rrf2 [330]. Ademas, incluido en el pSym, se identifico un
homologo del gen dnaE2 (ID = 4461), el cual codifica para la subunidad alfa de la ADN
polimerasa lll, una enzima involucrada en la reparacion del ADN durante la respuesta
SOS en bacterias [331].

En cuanto a los otros genes sobre-expresados, se observo que la mayoria estaban
relacionados con secuencias de insercion, elementos moviles, transposasas e
integrasas, caracteristicas comunes en los plasmidos simbidticos de muchos rizobios

[164], [332]. Sin embargo, la funcion biolégica de estos genes esta poco estudiada.

3.3.7.2 Genes pertenecientes al chr2

Entre los 24 genes ubicados en el chr2, se identificaron tres genes (ID = 6913, 6954 y
9794) que codifican para proteinas reguladoras posiblemente pertenecientes a la familia
XpsR [333]. Estos tres genes estan relacionados con la biosintesis de un polisacaridos
rico en ramnosa, componente clave de los EPS, el cual desempeia un papel importante
en los rizobios durante el estado de “vida libre” y en los primeros pasos de la interaccion
rizobio-leguminosa [334]. A su vez, se observo la sobre-expresion de un gen que codifica
para una posible proteina extracelular con un dominio de laminina-G (ID = 9275), la cual
desempeifia un papel importante en la adhesion celular. Por lo tanto, esta proteina podria
estar involucrada en la interaccion con la planta y en los procesos de adhesion durante
la simbiosis. También, se observo la induccién del gen flaG (ID = 8061), el cual forma
parte de un operén conservado y se sugiere que esta implicado en la biosintesis,
ensamblaje y movimiento de flagelos (ID = 8060 a 8073).

Ademas, se identificaron tres genes sobre-expresados implicados en el transporte de
aminoacidos de cadenas ramificadas (BCAAs). Estos genes incluyen a livM1 (ID = 8690),
ubicado en el chr2, y livM2 (ID = 5931) y livH (ID = 5932). Estos genes codifican para
permeasas de los sistemas de transporte ABC de alta afinidad para aminoacidos de
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cadenas reamificadas (BCAAs, de sus siglas en inglés Branched-Chain Amino Acids).
Este hallazgo sugiere que la luteolina podria modular el transporte de BCAAs en la cepa
UYPR2.512, lo cual concuerda con la observacion de que las categorias Metabolismo de
aminoacidos y transportadores tipo ABC estan enriquecidas entre los genes sobre-
expresados.

Se detectaron dos genes adicionales sobre-expresados (ID = 8691 e ID = 8692)
adyacentes a livM1 (ID = 8690). El primero (ID = 8691) codifica para una posible proteina
transmembrana anotada como S-isoprenil cisteina metiltransferasa, la cual estaria
involucrada en modificaciones de lipidos y lipopolisacaridos [335] y en modificaciones de
las membranas. Ademas, se identifico un gen trxB (ID = 8692), que codifica para una
tiorredoxina reductasa conservada, implicada en la desintoxicacidn de especies reactivas
de oxigeno, la modificacion postraduccional de proteinas, el recambio de proteinas y las
funciones de chaperonas [336].

Entre los genes sobre-expresados en presencia de luteolina, también se observaron
genes implicados en el metabolismo de compuestos aromaticos. El gen dapDO (ID =
8648) el cual codifica para una 2,4'-dihidroxiacetofenona dioxigenasa bacteriana, la cual
se coinduce con un gen que codifica para una posible oxidorreductasa (ID = 8647).
Ademas, se encontraron genes que codifican para una supuesta proteina ligL con funcion
de hidrolasa de acido 2-pirona-4,6-dicarboxilico (ID = 8721) y para una probable vainillato
desmetilasa, codificada por vanA (ID = 9750). Todos estos genes estan implicados en la
degradacion de compuestos aromaticos [86], [89] y podrian desempefar un papel
importante en la colonizacion y supervivencia bacteriana en las rizosferas vegetales
[258].

Ademas, un numero significativo de genes sobre-expresados en el chr2 (32) codificaron
proteinas hipotéticas segun el servidor web RAST. Sin embargo, al menos seis de ellos
(ID = 7264, 7265, 7292, 7323, 7331 y 7334) estan relacionados con la biologia de
bacteriéfagos cuando se analizan mediante BLAST.
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3.3.7.3 Genes pertenecientes al chr1

Entre los otros genes sobre-expresados, se observo la induccidon de xdhC (ID = 1238),
que codifica para una subunidad hierro-azufre de la xantina deshidrogenasa, implicada
en el metabolismo de las purinas y para una posible salicilico-CoA 5-
hidroxilasa/oxidorreductasa bifuncional codificada por el gen abmA (ID = 2893),
implicada en la degradacion del acido salicilico [89]. Estas funciones estarian
relacionadas con la degradacidon de compuestos aromaticos, complementando lo
observado para varios genes ubicados en el chr2.

A su vez, se identificaron varios genes involucrados en el metabolismo de metales
pesados. Dentro de ellos, los genes chrA (ID = 6559) y chrB (ID = 9271) han sido
descritos como genes implicados en la resistencia al cromato, expulsandolo desde el
citoplasma bacteriano [242]. Ademas, se observo la induccién de actP (ID = 49) que
codifica un transportador de Cu*? tipo P, el cual pertenece a la familia CPx) [337], una
proteina periplasmica Cu-ATPasas codificada por cusF/copA (COG5569; ID = 2613) y
un homologo de copQ (ID = 101), propuestos como involucrados en la resistencia al
cobre en C. metallidurans [78]. Junto con actP (ID = 49), se indujo la expresion de copZ
(ID = 50), que codifica para una chaperona de cobre, y cueR (ID = 48), que codifica para
un regulador transcripcional sensible a Cu(l), lo que sugiere una respuesta coordinada
de la homeostasis del cobre ante la presencia de luteolina. También se observé la
induccion del ttgR (ID = 130), que codifica un regulador transcripcional miembro de la
familia TetR, posiblemente implicado en la regulacién de sistemas transportadores de
extrusion de compuestos toxicos [338].

Finalmente, se observaron tres genes (ID = 2335, ID = 2336 e ID = 2625) los cuales estan
involucrados en diferentes metabolismo bacterianos. El gen Idh2 (ID = 2335) que codifica
para la enzima L-lactato deshidrogenasa, responsable de la conversion reversible de
piruvato en lactato) [339]. El gen yhbL (ID = 2336) codifica para un translocador de 2-
oxoglutarato/malato, mientras que bglS (ID = 2625) codifica para una supuesta glicosil
hidrolasa extracelular de la Familia 3 [340]. Debido a la importancia de las enzimas

hidroliticas en la colonizacion de la rizosfera por microorganismos [341] seria
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particularmente interesante investigar el papel del homdlogo bg/S durante la colonizacion

de las raices de leguminosas por la cepa UYPR2.512.

Tabla 23. Genes sobre-expresados en presencia de luteolina.

Se indican replicon en el que se encuentran, ID del gen, nombre del gen y funcién asociada. ND

corresponde a nombre del gen no determinado.

Replicon ID del gen Nombre del gen Funcién asociada
pCne512e 4624 al 4632 nodA, nodC, nodH, Biosintesis y transporte de NFs
(pSym) nodQ, nodS, nodU,
nodJ, nodl, nodB
4461 Homdlogo a hdcP Reparacién del ADN
6913, 6954, 9794 Sin nombre Biosintesis de polisacaridos (reconocimiento
rizobio-leguminosa)
Chr2 9275 ND Adhesién celular
8061 flaG Biosintesis, ensamblaje y movimiento de flagelos
8690 livM1 Sistemas de transporte ABC de alta afinidad para
BCAAs
8691 ND Modificaciones de lipidos y lipopolisacaridos, y
proteinas de membrana
8692 trxB Desintoxicacion de especies reactivas de
oxigeno, la modificacion postraduccional de
proteinas
pCneb512a 5931, 5932 livM2, livH Sistemas de transporte ABC de alta afinidad para
BCAAs
8648, 8721, 9750 dapDO, ligL, vanA Metabolismo de compuestos aromaticos
Chr1 1238 xdhC
2893 abmA
6559, 9271 chrA, chrB Metabolismo de metales pesados
49 actP
2613, 101 cusF/copAy un
homologo de copQ
50, 48, 130 copZ, cueR , ttigR

2335, 2336, 2625

Idh2, yhbL bglS

Metabolismo bacteriano

3.3.7.4 Genes sub-expresados en presencia de luteolina

Las caracteristicas principales de los genes que se detallaran a continuacion, se incluiran

en la tabla 24. De los 73 genes sub-expresados, 63 estaban codificados en el chr1, ocho

en el chr2 y uno en el plasmido pCne512e (Tabla 21). Este ultimo codifica una posible

proteina de union al ADN bacteriano similar a las histonas (ID = 4557) (Tabla 24). Aunque

la funcion exacta de estas proteinas no esta clara, se ha informado que son capaces de
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envolver el ADN y estabilizarlo frente a la desnaturalizacion causada por el estrés y las
condiciones ambientales extremas [342].

Entre los 8 genes sub-expresados en el chr2, se encontré un homologo del gen metE (ID
= 7162), que codifica para una proteina involucrada en la biosintesis de metionina, lo
cual indica su participacion en el metabolismo y transporte de aminoacidos. También se
observo afectada la expresion de tctA y de tctB (ID = 7769 e ID = 7770), que junto con
tctC, codifican para un sistema transportador de tricarboxilato tripartito (TTT) implicado
en la adquisicion de diferentes compuestos. Ademas, se detectd la sub-expresion de los
homologos de czcB (ID = 8788) y czcC (ID = 8787), que codifican para componentes del
sistema de transporte de resistencia-nodulacion-division, lo que sugiere que el transporte
de diversos sustratos a través de las membranas se ve afectado en presencia de
luteolina.

También se observo la sub-expresion de otros dos genes agrupados (ID = 9006 e ID =
9007). El primer gen codifica para una proteina hipotética involucrada en la formacién de
pseudouridina en el metabolismo bacteriano [343] y el otro gen codifica para una posible
2-amino-3-carboximuconato-6-semialdehido descarboxilasa (ID = 9007) implicada en el
metabolismo de compuestos aromaticos [344].

Finalmente, se observo la sub-expresion del gen fur (ID = 8372), el cual codifica para una
probable proteina reguladora de la captacidn de hierro. En dicho contexto, otros 10 genes
relacionados con el metabolismo del hierro también se observaron sub-expresados,
ubicados en el chr1. Estos incluyen un posible operon (ID = 2940 al 2943) que codifica
para las proteinas TonB, ExbB y ExbD, las cuales estan involucradas en el transporte
activo de sustratos a través de la membrana externa [256], asi como un probable receptor
de membrana externa para la hemina.
En relacion con la adquisicion de hierro, se observo la sub-expresion del gen (ID = 1031)
que codifica para un transportador de tipo ABC para el i6n hierro férrico, un gen (ID =
1663) que codifica para una posible proteina de membrana regulada por hierro, y un
homologo de fecA (ID = 3656), el cual codifica para un receptor de sideroforo-hierro.
También se observo la sub-expresion del gen pvsA (ID = 241) implicado en la biosintesis
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de sideroforos [345] del gen bfd (ID = 577) que codifica para una ferredoxina asociada a
bacterioferritina y del gen sod (ID = 897) el cual codifica para una superoxido dismutasa
de hierro.

Entre los genes sub-expresados, codificados en el chr1 se encontraron 9 genes
relacionados con la produccion de energia. Estos incluyen dos genes homologos de atpH
(ID=18¢eID =4231)y atpF (ID = 19 e ID = 4232), que codifican para la cadena delta de
la ATP sintasa y para la subunidad FO de la ATP sintasa, respectivamente. Ademas, se
observo la sub-expresion de los genes cox2y cyoA17 (ID = 597 e ID =129), que codifican
para el polipéptido Il de la citocromo ¢ oxidasa y para la subunidad Il de la ubiquinol
oxidasa del citocromo O, respectivamente. Estos resultados sugieren que el metabolismo
energético se vio afectado en presencia de luteolina, que a su vez concuerda que las

categorias COG que se observaron enriquecidas.

Particularmente, se observdé que los genes cysP (ID = 2673) y cysT (ID = 2663),
implicados en el metabolismo del azufre y la biosintesis de cisteina (Aguilar-Barajas et
al., 2011), asi como el gen ssuE (ID = 2671), involucrado en la adquisicion de azufre a
partir de sulfonatos de alcanos [346], se encontraban sub-expresados, lo que sugiere
qgue el metabolismo de azufre también se ve afectado por la presencia de luteolina.

Se observd la sub-expresion de varios genes que codifican para proteinas
transportadoras luego de la exposicion de UYPR2.512 a la luteolina. Entre ellos, se
identificaron tres genes (ID = 119, ID = 399 e ID = 877) que codifican para posibles
receptores periplasmicos con dominios Bug (llamados asi debido a los genes de
captacion de Bordetella) (Antoine et al., 2000). Al menos uno de estos homdlogos, junto
con fctB (ID = 118), forma parte de un sistema TTT (tctABC) probablemente involucrado

en el transporte de citrato [347].

Otra de las categorias COG que se vio enriquecida fue la del metabolismo de
aminoacidos. En este sentido, se identificaron tres genes sub-expresados que codifican
proteinas relacionadas con la adquisicion de aminoacidos. Dos de ellos son homologos
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de livK (ID = 41 e ID = 3054), los cuales codifican componentes periplasmicos de los
sistemas de transporte de BCAAs. Ademas, se identifico el gen metQ (ID = 2578), que
codifica una proteina periplasmica de union especifica a metionina y el gen fakp (ID =
71), que codifica para un sistema de transporte dependiente de union a soluto.

A su vez, se observd la sub-expresion del gen tyrB (ID = 1380), que codifica una
aminotransferasa de aminoacidos aromaticos, fhaA (ID = 619) y maiA (ID = 620). Estos
ultimos genes codifican para una fumarilacetoacetasa y para una maleilacetoacetato
isomerasa, respectivamente, y estan implicados en el metabolismo de la tirosina y la
fenilalanina a través de la via del homogentisato

Ademas, se encontraron sub-expresados un gen que codifican para una L-asparaginasa
(ID = 2243), involucrada en la biosintesis de glutamina, glutamato, aspartato y
asparagina, y el gen ilvC (ID = 1260), que codifica para una proteina responsable de la
biosintesis de BCAA, asi como del gen leuA (ID = 1265), el cual juega un papel en la
biosintesis de leucina, isoleucina y valina. Otros genes que se observaron sub-
expresados incluyen argininosuccinato liasa (ID = 3365) y peptidil-prolil cis-trans
isomerasa (ID = 1819), los cuales estan implicados en la biosintesis de arginina y prolina
respectivamente, y finalmente glyA (ID = 3282) que esta implicado en la biosintesis de
serina.

Se observo una disminucion de la expresion de tres genes involucrados en el ciclo TCA
en presencia de luteolina, un primer gen mdh (ID = 3063) que codifica para una malato
deshidrogenasa, el gen sdhA (ID = 3059) que codifica para una subunidad de la
flavoproteina succinato deshidrogenasa y sucC (ID = 825) que codifica para la subunidad
B de la succinil-CoA ligasa (formadora de ADP). Ademas, se encontré una disminucion
en la expresion del gen accaD (ID = 3644) que codifica para una acetil-CoA carboxilasa,
que cataliza el paso limitante de la biosintesis de novo de acidos grasos.

En cuanto al metabolismo de los carbohidratos, se encontraron reprimidos en presencia
de luteolina, un homologo del gen pck2 (ID = 107), que codifica una fosfoenolpiruvato-
carboxiquinasa que cataliza la conversion de oxalacetato a fosfoenolpiruvato. Y el gen
paaA (ID = 3804) que codifica para una proteina identificada como 2,3-dehidroadipil-CoA
hidratasa, implicada en la degradacion del fenilacetato (EC 4.2.1.17).

152



Finalmente, se encontraron dos genes sub-expresados, que incluyé a un gen que
codifica el factor p (factor Rho) (rho; ID = 2831) implicado en la terminacion de la

transcripcion, y el gen nusB (ID = 3298) que codifica para una proteina de terminacion

de la transcripciéon que forman parte de un complejo proteico considerado como un

regulador del plegamiento del ARN ribosomal [348].

Tabla 24. Genes sub-expresados en presencia de luteolina.

Se indican replicon en el que se encuentran, ID del gen, nombre del gen, y funcion asociada. ND

corresponde a nombre del gen no determinado.

Replicon ID del gen Nombre del gen Funcion asociada
pCneb512e 4557 ND Estabilizacion del ADN en
respuesta a estrés
chr2 7162 metE, Metabolismo y transporte
de aminoacidos
7769, 7770, 8788, 8787 tctA, tetB , czcB, czcC Sistemas de transporte de
diversos sustratos
9006, 9007 ND Metabolismo bacteriano
9007 ND Metabolismo de
compuestos aromaticos
Chr1 8372, 2940 al 2943, 1031, Fur, tonB, exbB y exbD, sn, sn, Metabolismo de metales

1663, 3656, 241, 577, 897

18y 4231, 19y 4232, 597,
129

119, 399, 877, 118
1380, 619, 620, 2578, 71

41, 3054

2243, 1260, 1265, 3365,
1819, 3282

3063, 3059, 825, 3644

2831, 3298
107, 3804

homologo de fecA, pvsA, bfd, sod

dos genes homologos a atpH, atpF,
cox2, cyoA1

sn, tctB
tyrB, fhaA, maiA, metQ, takp

Homologos a livK
sn, ilvC, leuA, sn, sn, glyA
Mdh, sdhA, sucC, accaD

Rho, nusB
pck2, paaA

Produccién de energia

Proteinas transportadoras

Metabolismo y transporte
de aminoacidos

Transporte de
aminoacidos

Biosintesis de
aminoacidos

Ciclo de acidos
tricarboxilicos (TCA)

Transcripcion del ARN

Metabolismo de
carbohidratos
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3.4 Validacion de RNA-Seq mediante q-PCR

En base a los criterios de seleccion previamente descritos como gen normalizador se
selecciond el gen eloG con una eficiencia (E = 90%), mientras que dos genes sobre-
expresados nodS (E = 96,2%) y hcdP (E = 92,3%), se seleccionaron para la
cuantificacion relativa del ARNm. La relacion de expresion relativa entre el gen
normalizador y los genes diana se calcul6 mediante la férmula de Pfaff. Con el objetivo
de validar la expresion génica diferencial en presencia de luteolina, se estudid la
expresion del gen nodS y del gen hdcP mediante analisis de g-PCR.

Por otro lado, entre los DEG obtenidos mediante la secuenciacion por la tecnologia de
lont Torrent, cuatro genes sobre-expresados (frx, odl, nodU, nodC) y un gene sub-
expresado (czcB), mostraron el mismo perfil de expresion luego de ser secuenciados
mediante lllumina (Fig. 38). Como se observa en la figura 38, los valores de logFC
mediante ambas metodologias de secuenciacién, para los grupos de genes estudiados,

mostraron un alta correlacion R2 = 0.9975.
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Figura 38. Analisis comparativo de DEG obtenidos mediante la secuenciacion por lon Torrent vs lllumina.
En el grafico se observa la relacion entre los log2FC I/C mediante lon Torrent (eje y) vs log2FC I/C mediante
lllumina (eje x), de 5 genes sobre-expresados (color rojo) y un gen sub-expresado (en color azul). Los
genes sobre-expresados corresponden a trx, nodl, nodU, nodC y un gen su-expresado czcB. La linea

continua indica la tendencia, con una correlacion R? = 0.09975.
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3.5 Comparativa del analisis transcriptomico de la cepa UYPR2.512 de C. necator
en presencia de luteolina mediante NGS

Al comparar los datos obtenidos mediante g-PCR con los resultados de RNA-Seq, se
observo que la cantidad relativa de ARNm para ambos genes aumento significativamente
en presencia de luteolina (Fig. 39). En el caso del gen nodS mediante RNA-Seq el valor
promedio de CPM (conteo de lecturas por millon) aumenté desde aprox. 200 a 900 y
mediante g-PCR el Ct promedio aumenté desde 5 a 40 CPM, tanto en las muestras
control, como en presencia de luteolina, respectivamente. Al estudiar la expresion del
gen hdcP, mediante el analisis proveniente de RNA-Seq, se observé un aumento del
valor promedio de CPM de 50 a 150 y mediante g-PCR el Ct promedio aumenta desde
1,8 a 9 CPM, en las muestras control y en presencia de luteolina, respectivamente.
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Figura 39. Comparacion de la expresion de los genes nodS y hdcP de C. necator en presencia y en
ausencia de luteolina, mediante RNA-Seq y g-PCR.

En los paneles A y B, se indican los datos obtenidos de RNA-Seq (CPM, recuentos de lecturas por millén)
en color negro y en los paneles derechos los datos obtenidos de g-PCR (abundancia relativa de ARNm
estimada a partir de los valores de Ct) en color rojo, en ambas condiciones experimentales (control y

luteolina). Cada punto representa una réplica biologica (n=3 para RNA-Seq y n=5 para g-PCR) y los
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segmentos de linea completos representan valores promedio. En A se muestran los valores de FC, valores

de p ajustados para el gen nodS, y en B para el gen hdcP.
4 Discusion

Teniendo en cuenta que los flavonoides son moléculas clave involucradas en los
primeros pasos de muchas interacciones entre rizobios y leguminosas, se decidio

estudiar la respuesta de la cepa UYPR2.512 a la presencia de luteolina.

En un primer intento de explorar la respuesta a la exposicién a dicha molécula, se analizo
el efecto en la actividad del promotor del gen nodB (primer gen del operon). Para ello se
utilizé una cepa derivada de UYPR2.512 que contenia el plasmido reportero pCBMO1,
observandose una fuerte induccién de la actividad B-galactosidasa luego de la exposicion
a luteolina (Fig. 28). Estos resultados evidencian que la proteina NodD de UYPR2.512
es capaz de reconocer la caja nod de la LMG19424 y activar la expresion de los genes

nod en respuesta a la luteolina.

Luego, con el fin de comparar los niveles de expresiéon génica en cultivos en fase
exponencial de UYPR2.512 en medio de cultivo M9, en ausencia y en presencia de
luteolina, se realizé un analisis transcriptomico. Se utilizé como herramienta el RNA-Seq,
aproximacion utilizada para estudiar la respuesta a los flavonoides en alfa-rizobios [310]
gue aun no habia sido utilizada en beta-rizobios.
Primeramente, se realizé RNA-Seq utilizando la tecnologia de lon Torrent. Se obtuvieron,
un total de 250.000 lecturas por muestra mediante esta metodologia, valor inferior al
esperado. Una de las posibles causas, puede deberse a una insuficiente deplecion de
los ARN ribosomales, por lo cual una segunda ronda de deplecion podria disminuir la
presencia de dichas moléculas contaminantes, como se sugirié en un trabajo reportado
por Klonowska [273]. También se podria implementar otra metodologia de deplecion del
ARN ribosomal, la cual en vez de utilizar nucledtidos de captura y remocion contra las
subunidades 16S y 23S del ARN ribosomal presentes en el ARNtot (como se utilizo
previamente en este trabajo), se utilizan cebadores contra transcritos especificos no
deseados durante la preparaciéon de las librerias de ADNc, lo que aumenta la
especificidad.
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En base a lo observado se decidid repetir el experimento de RNA-Seq, pero esta vez
mediante el uso de la plataforma Illumina. Entre ambas aproximaciones se logré obtener
una version mejorada del genoma de referencia (ver Capitulo II).

Mediante la plataforma de lllumina, al comparar los analisis de expresién diferencial de
genes realizado se observaron 145 DEG (Fig. S2 y F2 suplementarias de Anexos) y entre
los genes de alta expresidn se identificaron los genes del operdn nod.

A partir de los analisis de DEG, se observo una diferencia en los valores originales de
expresion de los genes sobre-expresados y de los sub-expresados, lo cual indico que la
luteolina ejerce un fuerte efecto regulador de la expresion génica en UYPR2.512. En
dicho contexto, la mayoria de los genes sub-expresados mostraron altos niveles de
expresion en la condicion de control y su expresion disminuyo luego de la exposicion a
la luteolina. A su vez, los genes sobre-expresados mostraron una expresion muy inferior
en la condicion de control y fueron inducidos por la presencia de luteolina (Fig. 35B). Lo
que indicaria que hay un mayor efecto en la represion de genes que en la activacion.
Esto nos permite hipotetizar que en condiciones normales de cultivo los genes
involucrados en funciones basicas, son reprimidos en presencia de una sefial como ser
la luteolina, estos genes disminuyen su expresion y a la vez aumenta la expresion de
genes directamente involucrados a la respuesta a la luteolina.

Una segunda asimetria surge del analisis de la distribucion de los genes sobre-
expresados y sub-expresados entre los distintos replicones de la bacteria. En genomas
compuestos, como es el caso de UYPR2.512, se ha demostrado que los cromosomas
estan enriquecidos en las funciones centrales, los cuales contienen la mayoria de los
genes de mantenimiento celular basico, mientras que los cromosomas secundarios,
como ser los crémidos y los plasmidos, estan enriquecidos en el metabolismo
secundario, el transporte y las funciones reguladoras [184]. Dada la distribucion
observada (Tabla 20), es esperable que los procesos celulares centrales estén
enriquecidos entre los genes sub-expresados, mientras que las funciones codificadas
por los replicones secundarios se encuentren enriquecidos entre los genes sobre-
expresados. Los resultados obtenidos concuerdan con esta hipotesis, ya que los analisis
de enriquecimiento funcional indicaron que la mayoria de los genes sub-expresados
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pertenecen a la clase de metabolismo, mientras que los genes sobre-expresados se
asocian con la clase de procesamiento de informacion ambiental (Fig. 36, Tabla 21y
22).

Cabe destacar que la mayoria de los genes sub-expresados no pudieron ser clasificados,
lo que sugiere que estos genes codifican para funciones no caracterizadas, lo que
evidencia aun mas la importancia de su caracterizacion, ya que podrian proporcionar
nuevos conocimientos sobre la interaccion simbidtica entre Cupriavidus y sus

hospederos.

Al explorar los datos de RNA-Seq, primero se analizaron los niveles de expresion de los
genes nod, debido a su importancia clave durante muchas interacciones entre rizobios y
leguminosas. Teniendo en cuenta el nivel de conservacion de la secuencia entre las
cajas nod de UYPR2.512 y de LMG19424, era de esperar que la luteolina active la
induccion de la expresion de los genes nod en UYPR2.512, al igual a lo observado en
LMG19424 [194], a pesar de las pequefias diferencias observadas entre ambas regiones
intergénicas nodD-nodB (ver Capitulo Il). En dicho escenario, los resultados de RNA-Seq
confirmaron los resultados obtenidos con el uso de genes reporteros de que la luteolina
puede actuar como un inductor in vivo de los genes nod en UYPR2.512. Esto sugiere
que, en respuesta a la luteolina, UYPR2.512 seria capaz de producir moléculas de NFs
sulfatadas con una estructura similar a las producidas por LMG19424 de C. taiwanensis
[194] y refuerza la hipotesis de que los flavonoides también son moléculas clave en la

comunicacién entre B-rizobios y sus hospederos.

Aligual que como se describe en la cepa LMG19424 de C. taiwanensis [194], se encontro
una segunda caja nod conservada en el genoma de UYPR2.512 (ver resultados en
Capitulo Il). Esta caja nod se ubica a 195 pb corriente arriba del codén de inicio ATG del
gen noeM (ID = 4812), el cual se encuentra anotado como un gen que codifica para la
proteina esterol desaturasa, involucrado en la sintesis de moléculas NFs atipicas en
LMG19424 de C. taiwanensis [194], [272]. Ademas, se demostré que su expresion es
inducida por la presencia de luteolina o de exudados radiculares de M. pudica [272],
[273]. Sin embargo, no se observd una expresion diferencial del gen noeM en
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UYPR2.512, en este estudio. Este resultado podria sugerir diferentes mecanismos de
regulacion entre ambos simbiontes e indica que el gen noeM de UYPR2.512 no tendria
un papel esencial en sus hospederos de nodulacién, lo cual también se observé en
LMG19412 de C. taiwanensis [272].

Ademas de los NFs, los LPS y EPS en rizobios tienen un rol muy importante durante la
interaccion rizobio-leguminosa, asi como también cuando los rizobios se encuentran en
el estadio de “vida libre” [148], [334]. En dicho contexto, se observé que la presencia de
luteolina indujo la expresion de tres genes (ID = 6913, 6954 y 9794) que codifican
homologos de XpsR en UYPR2.512. Se ha demostrado que XpsR esta implicado en la
regulacion de la biosintesis de EPS en Ralstonia solanacearum [333] donde se requiere
para una completa virulencia [349]. Ademas, se propuso que xpsR es uno de los
reguladores de virulencia de R. solanacearum, utilizado también por C. taiwanensis por
estar involucrado en la simbiosis con M. pudica [166], pero no se ha investigado su papel
en profundidad. En base a estos resultados, se sugiere que la luteolina modula la
produccion de EPS a través de la accion de XpsR en UYPR2.512.

Entre otras funciones, los flavonoides juegan un papel importante como molécula sefal
repelente o atrayente para bacterias patogenas o beneficiosas en la rizésfera [116]. A su
vez, los flagelos de los rizobios son necesarios para la competencia de la rizosfera y la
colonizacion de las raices [350]. En dicho contexto, se ha observado la inducciéon de
genes flagelares en respuesta a flavonoides especificos en B. japonicum cuando se
exponen a genisteina [351] y también en cultivos de C. taiwanensis, P. phymatum y R.
mimosarum cultivados en presencia de exudados radiculares de M. pudica [273].

En la cepa UYPR2.512 se observo la induccion del gen flaG (ID = 8061). Dado el papel
de los flagelos, estos resultados sugieren que la luteolina podria estar activando la
sintesis flagelar, actuando como atrayente para este flavonoide, afectando su
competitividad, como se ha observado en otros rizobios [352].

En relacion con esto, se observé la sub-expresion de un homologo del gen ycil (ID =
9006), el cual estaria involucrado en la formacién de biopeliculas en B. cepacia [353], lo
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que sugiere ademas que la luteolina induce en UYPR2.512 un cambio en su

metabolismo, lo cual se refleja en su movilidad.

Se observé la induccion de la expresion de genes supuestamente involucrados en la
unién del calcio, como el gen rapA (ID = 4076), el cual codifica para una hipotética
proteina de union a calcio extracelular. Si bien los homologos de este gen se conservan
entre Cupriavidus y organismos estrechamente relacionados, no hay evidencia
experimental de su funcion. Sin embargo, el homdlogo distante casA, identificado en
Rhizobium etli codifica para una proteina similar a la calmodulina, que es secretada y es
capaz de unirse a Ca?*, desempefiando un papel clave en el desarrollo de los bacteroides
durante la simbiosis con P. vulgaris [354]. Curiosamente, en el genoma de UYPR2.512,
rapA esta agrupado con genes que codifican proteinas de la via Sec o SSTII (ID = 4078
a 4091) que podrian estar involucradas en la secrecidn de esta proteina. De forma
complementaria, la co-induccion de un gen (ID = 9275) que codifica una proteina
hipotética que contiene un dominio laminina-G, conocido por su capacidad para unir

calcio [355], confirma la participacion de Ca?* durante la interaccion Cupriavidus-Mimosa.

Una gran cantidad de genes relacionados con la homeostasis de metales, en particular
con la homeostasis del cobre, fueron regulados en presencia de luteolina. En dicho
contexto, el cobre es un cofactor esencial para las oxidasas respiratorias del hemo-cobre
y para las enzimas involucradas en algunas reacciones redox. A su vez, podria ser
altamente toxico cuando se superan las concentraciones intracelulares 6ptimas, por lo
cual resulta esencial una regulacion controlada de la homeostasis del cobre [356]. La
induccion de la expresidon de genes involucrados con la resistencia a Cu?* como el gen
copQ (ID =101y 9522), genes de union que incluyo a copZ (ID = 50) y cusF (ID = 2613)
y de eflujo actP (ID = 49) indicaron que UYPR2.512 activa el eflujo de iones Cu?* en
respuesta a la luteolina. En ese sentido, se ha demostrado que CopZ modula el eflujo de
Cu?* mediado por la ATPasa en Listeria monocygotes y el gen cueR codifica para un
activador transcripcional del eflujo de cobre en E. coli [357], lo que sugiere que la
homeostasis del cobre en UYPR2.512 estaria regulado por estos factores
transcripcionales. Estos resultados son interesantes debido a la conocida afinidad del
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género Cupriavidus por el cobre y su capacidad para crecer en presencia de altas
concentraciones de metales, especialmente para la cepa UYPR2.512 de C. necator,
LMG19424 de C. taiwanensis y UYMMaO02A de Cupriavidus sp. como se comento en el
Capitulo I.

Sin embargo, el nexo entre la homeostasis del cobre y la presencia del flavonoide
luteolina no esta claro actualmente. Una posible explicacién a ello estaria relacionada
con la capacidad de los flavonoides de quelar diversos iones metalicos, y volverse toxico
para la célula [358]. De hecho, se observé la sobre-expresion de genes de resistencia al
cromato implicados en el eflujo, podria deberse a que la luteolina provoca el aumento de
genes involucrados en la resistencia a este metal [359].

Sin embargo, la principal evidencia de una respuesta coordinada de homeostasis de
metales proviene del analisis del reguldn de hierro. Al igual que el cobre, el hierro es un
nutriente esencial para las bacterias que en exceso podria volverse téxico. Por lo tanto,
las bacterias y en particular los rizobios han desarrollado sofisticados mecanismos de
homeostasis del hierro [83]. Se observd que la luteolina reprime la expresion de pvsA de
UYPR2.512, presuntamente implicado en la biosintesis y el transporte de sideroforos. Al
analizar el genoma, se observa que el gen pvsA forma parte de un operdn junto con
pvsB, pvsC, pvsD y pvsk (ID = 238 al 241) cuyos homdlogos estan implicados en la
sintesis y exportaciéon de los sideroforos de tipo a-hidroxicarboxilato xantoferrina y
vibrioferrina en Xanthomonas 'y Vibrio, respectivamente [345], [360].

Estas observaciones sugieren que UYPR2.512 seria capaz de producir un siderdforo
similar en condiciones limitantes de hierro. En el caso de Xanthomonas y Vibrio, el gen
pVvUuA codifica para el receptor de la membrana externa responsable de la captacion del
sideroéforo férrico. Sin embargo, no se observo un homologo del gen pvuA en el genoma
de UYR2.512. En su lugar, se identificd un gen putativo receptor de citrato férrico (fecA
ID = 3656) cuya expresion también estaba sub-expresada en presencia de luteolina.
Estos resultados proponen la interrogante de que si este homodlogo de fecA seria el
responsable del transporte del sideréforo producido por UYPR2.512 o por el contrario le
otorga a esta bacteria la capacidad de transportar sider6foros producidos por otros
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microorganismos. En este caso restaria por identificar el transportador del sideroforo del
tipo vibroferrina producido por UYPR2.512.

Curiosamente, también se encontré que un homologo a fur (regulador transcripcional de
la homeostasis de hierro) (ID = 8372) estaba sub-expresado en respuesta a la luteolina.
En muchas bacterias, Fur es un regulador central capaz de controlar la expresién de
muchos genes en respuesta a la disponibilidad de hierro [361]. Sin embargo, se ha
demostrado que en a -rizobios los homdélogos a Fur no participan en este tipo de
regulacion, sino que estan involucrados en la homeostasis de manganeso [362], [363].
En base a estas observaciones, el gen fur de UYPR2.512 podria regular los sistemas de
captacion de hierro y/o de manganeso. Ademas, podria afectar otros procesos
bioldgicos, evitando el estrés oxidativo y respuestas a condiciones ambientales no
favorables, como se ha observado especificamente en la cepa JMP134 de C.
pinatubonensis [364].

A pesar de no tener evidencia experimental, se postula que UYPR2.512 podria
transportar hemina a través de un sistema de adquisicion constituido por los genes tonB,
exbB, exbD y hemP (IDs = 2940 al 2943), los cuales se encuentran bajo el mismo
esquema de regulacion, y permitiria que esta bacteria lo utilice como hierro nutricional
como en otros rizobios [365].

Dos genes adicionales, bfd (ID = 577) y sodB (ID = 897), completarian el regulén de
hierro afectado por luteolina. El gen bfd, codifica para una ferredoxina asociada a
bacterioferritina cuya funcion en algunas bacterias es la liberacion de hierro de la
bacterioferritina en condiciones limitantes de hierro [366]. El gen sodB codifica para una
proteina superéxido dismutasa con funciones criticas en la resistencia al estrés y durante

las interacciones bacterias-huésped [367].

Las bacterias ambientales tienen la capacidad de hacer frente a condiciones adversas
incluyendo la presencia de compuestos toxicos como xenobidticos, metales pesados,
antibioticos y especies de oxigeno altamente reactivas [368], [369]. Los principales
mecanismos de resistencia estan coordinados por reguladores de estrés globales que
involucran la expresiéon de vias biodegradacidon y bombas de desintoxicacion. La
presencia de luteolina induce en UYPR2.512 varios mecanismos de resistencia al estrés,
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incluida la expresion de acrR (ID = 130), implicado en la sefalizacion global del estrés y
la regulacién de los sistemas de extrusion de multiples farmacos [370].

En relacién con esto, la presencia de luteolina indujo la expresién de genes que codifican
para homologos a las proteinas tiorredoxina y flavodoxina reductasa (ID = 8692 y 9750),
pertenecientes a una familia de enzimas de importancia en los mecanismos de

detoxificacion celular y eliminacion de compuestos xenobidticos [371].

Finalmente, se observdé que la presencia de luteolina en las condiciones de cultivo
utilizadas disminuye la expresidn de varios genes altamente expresados pertenecientes
al metabolismo central, en particular relacionados con el ciclo de los acidos tricarboxilicos
(TCA, de sus siglas en inglés Tricarboxylic Acid Cycle) y el metabolismo de aminoacidos.
La bacteria modelo UYPR2.512 es capaz de crecer en medio minimo M9 [314], utilizando
citrato como fuente de carbono, energia y amoniaco como unica fuente de nitrégeno.
Estos nutrientes deben transportarse al interior de la célula para ser metabolizados y
utilizados para producir precursores para la biosintesis de componentes basicos
celulares (por ejemplo, lipidos, aminoacidos, purinas, pirimidinas y vitaminas). En la
mayoria de los organismos, si no en todos, el metabolismo del carbono y el nitrogeno
estan coordinados [34].

En presencia de luteolina, se observd la sub-expresion de genes implicados en la
biosintesis de oxalacetato y fumarato, dos de los principales precursores del
metabolismo de aminoacidos, lo cual podria explicar en parte la disminucién de la
expresion de muchos genes relacionados con el metabolismo de los aminoacidos [372].
Por otro lado, la disminucion en la sintesis de acetil-CoA a través de represion del gen
que codifica para la enzima acetil-CoA carboxilasa podria estar afectando la biosintesis
de acidos grasos. Ademas, es importante considerar que, entre los efectos de la
luteolina, también se observo la sintesis de novo de NFs [373] la cual requeriria nuevas
moléculas precursoras (oligosacaridos, lipidos, quitinas), y una disminucion de la
biosintesis del sideroforo similar a la vibrioferrina que aliviaria la carga metabdlica de
moléculas precursoras (alanina, acido citrico, etanolamina y acido 2-cetoglutarico) [345],
[374].
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A partir de todos los resultados observados, se propone un modelo integrativo, el cual
resume las principales rutas metabdlicas, funciones bioldgicas, reacciones quimicas,
enzimas y genes regulados a nivel transcriptdmico en UYPR2.512 en respuesta a la
exposicion de luteolina (Fig. 40). Como se ha observado, la mayoria de los genes
reprimidos se ubican en el Chr1 y estan implicados principalmente en el metabolismo,
transporte de carbono y aminoacidos. Esto sugiere que luego de la exposicion a la
luteolina, UYPR2.512 redirige su metabolismo, causando una disminucion en la
expresion de genes altamente expresados relacionados con el metabolismo, a la misma
vez que aumenta la expresidn de genes casi no expresados. Los genes inducidos
codifican muchas funciones probablemente involucradas en la interaccion con la planta
hospedera. Mas alla de la sintesis y exportacion de NFs, también se evidencio la
implicancia de la luteolina en la regulacién de EPS, flagelos, colonizacién de las raices,
homeostasis de metales y respuesta frente al estrés. Esto permite concluir que los genes
regulados descritos en este capitulo representan las principales adaptaciones que
ocurren en UYPR2.512, durante los primeros pasos del proceso de nodulacién entre -

rizobios y leguminosas.
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Figura 40. Modelo de la respuesta transcriptdmica de la cepa UYPR2.512 frente al agregado de luteolina.

La ilustracion muestra las rutas metabdlicas, las funciones bioldgicas, las reacciones quimicas, las enzimas involucradas y los genes regulados a

nivel transcriptomico en UYPR2.512 de C. necator en respuesta a la exposicion al flavonoide luteolina. Las flechas rojas y azules indican procesos

regulados, genes sobre-expresados (direccion hacia arriba) o sub-expresados (direccion hacia abajo). TCA: ciclo de los acidos tricarboxilicos; NFs:

factores de nodulacion; PEP: fosfoenol-piruvato; AO: oxaloacetato; BACC: aminoacido de cadena ramificada; EPS: exopolisacaridos.
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CAPITULO Il

Identificacion de las senales involucradas en el dialogo
molecular entre la cepa UYPR2.512 Cupriavidus necator y

Mimosa pudica.

Objetivo general

Identificacion de las sefiales involucradas en el dialogo molecular entre UYPR2.512 y M.

pudica.

Objetivos especificos

1. ldentificacion de flavonoides involucrados en la interaccion de UYPR2.512 con M.
pudica.

2. Caracterizacion de metabolitos presentes en los exudados radiculares de M.
pudica.

Resumen

Los flavonoides desempefian un papel esencial en el reconocimiento entre la mayoria de
los rizobios y leguminosas hospederas, los cuales al unirse a la proteina reguladora
NodD inducen la expresion de los genes nod en rizobios. En el capitulo Il de esta tesis
se demostré que la luteolina es inductor de la expresion de los genes nod en UYPR2.512,
por lo cual en este capitulo nos enfocamos en identificar los flavonoides en los exudados
radiculares de M. pudica. Se observé que los exudados radiculares de M. pudica
provocaron un aumento significativo en la actividad de la 3-galactosidasa en UYPR2.512
portando el plasmido pCBMO1, sugiriendo la presencia de moléculas inductoras. Para
identificar estas moléculas se emplearon técnicas de quimica analitica como HPLC-UV-
ELSD, HPLC-ESI-MS/MS y GC-MS.
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Se identificaron 68 metabolitos, de los cuales 40 se observaron tanto en ausencia como
en presencia de la cepa UYPR2.512, 19 en ausencia de UYPR2.512 y 9 metabolitos
fueron especificos en presencia de UYPR2.512. La mayoria de estos 68 metabolitos
pertenecieron a las familias quimicas de acidos carboxilicos/dicarboxilicos, aminoacidos
y polisacaridos. Entre los 9 metabolitos observados como unicos de la interaccion, se
identificaron el acido benzoico, acido xilénico, cisteina y el mio-inositol. Sin embargo, su
rol en la interaccion debe ser estudiado en profundidad.

A su vez, se evalud la respuesta a otros flavonoides, y se identificaron la crisina,
miricetina, apigenina, como inductores de los genes nod.

Mediante los experimentos realizados en este capitulo podemos concluir que los
flavonoides crisina, apigenina, miricetina y moléculas no flavonoides como el acido
cumarico son inductores de los genes nod en UYPR2.512. Y que, a su vez, acidos
fendlicos como el acido benzoico, el cual fue detectado en los exudados radiculares de
M. pudica, es inductor de los genes nod en otras bacterias y podria estar involucrado en
los primeros pasos de la interaccion simbiotica. Estos hallazgos muestran que en los
primeros pasos del reconocimiento entre la bacteria y la planta estarian involucradas una

variedad de compuestos de diferente naturaleza quimica.

1 Introduccion

1.1 Metabolémica

La metaboldmica se define como un enfoque analitico para la identificacion vy
cuantificacion de pequefias moléculas en un sistema biolégico, conocidas como
metabolitos (generalmente con un peso molecular inferior a 1.500 Da) [375].

A su vez, los metabolitos surgen como producto final de las reacciones o intermediarios
de las rutas metabdlicas que ocurren en el organismo. Al ser el ultimo paso en el flujo de
informacion que va desde el genotipo hasta el fenotipo (o funcion) de un individuo, los
productos metabdlicos pueden considerarse como la ultima respuesta a los cambios
ambientales y a la composicion genética de los individuos, brindando informacion acerca

de su actividad bioquimica.
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El auge de la metabolémica tuvo lugar a finales de los afios 90 y desde entonces el uso
de la metabolémica ha crecido exponencialmente, siendo una herramienta muy utilizada
en diferentes areas como ser en el estudio de enfermedades [376], el desarrollo de
farmacos [377], el analisis medioambiental [375] y la toxicologia [378], entre otros.

Por otro lado, la metabolémica se divide en dos enfoques, la metabolomica dirigida y la
no dirigida. La metabolomica dirigida, se basa en la medicion de un numero definido de
moléculas pequefas caracterizadas quimicamente, para obtener datos cuantitativos,
como por ejemplo los relacionados con una via metabdlica especifica [379], [380].

Por otro lado, la metaboldmica no dirigida, tiene como objetivo analizar de manera
integral y no selectiva, las moléculas contenidas en una muestra, sean conocidas o sean
nuevos metabolitos [380]. Con el fin de identificar dichas moléculas se han utilizado
diferentes técnicas de la metaboldmica. A continuacion, se realizara una descripcién de

alguna de las técnicas de separaciéon mas utilizadas en metabolémica.

1.2 Técnicas de separacion cromatograficas aplicada a la metabolémica
1.2.1 Cromatografia liquida de alta presién (HPLC)

La técnica de HPLC es un tipo de cromatografia de liquidos, que se realiza a alta presion
y consiste en inyectar la muestra en una fase movil liquida y hacerla pasar a través de
una fase estacionaria inmiscible con la fase liquida y que se mantiene empaquetada en
una columna. Generalmente, se utilizan columnas con fases estacionarias no polares o
con baja polaridad (por ejemplo, hidrocarburos) y como fase movil se utilizan solventes
relativamente polares (por ejemplo, agua, metanol o acetonitrilo). Esta técnica permite
separar un amplio rango de compuestos organicos, desde pequenas moléculas hasta
péptidos y proteinas. Los componentes de la solucidn migran de acuerdo con las
interacciones no-covalentes de los compuestos con la columna y la fase mévil actua de
portador de la muestra. A medida que los compuestos eluyen de la columna, son
detectados por diferentes detectores segun la naturaleza de los compuestos a

determinar.
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1.2.2 Cromatografia de gases (GC)

La cromatografia de gases es otra técnica de separacion, en la cual se utiliza como fase
movil un gas inerte (Helio y/o Hidrégeno) purificado y regulado, y como fase estacionaria,
una columna en la que se produce la separacion de los compuestos dependiendo de las
interacciones fisicas y/o quimicas entre los compuestos de la muestra y la fase
estacionaria. Ademas, cuenta con un inyector el cual volatiliza previamente las muestras
liquidas. Las fases estacionarias se diferencian de acuerdo con su tamano, polaridad y
estabilidad térmica, lo cual determinara su capacidad para interaccionar de forma
selectiva con diferentes solutos. Algunas caracteristicas deseables en las fases
estacionarias incluyen tener un amplio rango de temperatura (entre -60 °C y 400 °C), baja
presidn de vapor, quimicamente inerte, baja viscosidad en las condiciones de trabajo
utilizadas y una alta adherencia, lo cual evita que sea arrastrada por la fase mévil. Las
mas utilizadas incluyen hidrocarburos, polisiloxanos, polifenilésteres, poliésteres y
polietilenglicol, entre otros.

1.3 Métodos de deteccion para Cromatografia liquida de alta presion (HPLC) y
Cromatografia de gases (GC)
Los detectores acoplados a cromatdgrafos incluyen; el de indice de refraccion,
electroquimicos, de fluorescencia, de arreglo de diodos (DAD) y ultravioleta-visible (UV-
Vis), los cuales se basan en las propiedades fisicas o quimicas de los analitos, y
detectores de masas como los espectrometros. La espectrometria de masas es una
técnica de alta sensibilidad y exactitud, basada en la fragmentacion de la muestra, en la
separacion y en el registro de los iones moleculares producidos segun su relacion
masa/carga (m/z) en un sistema a vacio. Luego de que la muestra es inyectada, atraviesa
la fuente de ionizacion, la cual carga a las moléculas y las fragmenta, generando los
iones que seran luego separados en el analizador, en funcidén de un patron de ionizacion
caracteristico para cada metabolito, que se utiliza posteriormente para su identificacion
[381].
Esta técnica puede aplicarse tanto al analisis cualitativo como al analisis cuantitativo de
una muestra, ya que proporciona las herramientas necesarias para la identificacion de
sustancias, tanto a partir de sus iones, fragmentos que se producen al romper la molécula
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analizada (caracterizacion estructural), como empleando el valor de su masa
determinado con una elevada exactitud (composicion elemental) [382].

A su vez, hay detectores de masas que trabajan en configuracion tandem o hibrida,
conocida como MS/MS, en la que dos o mas analizadores de masas se acoplan mediante
un paso de reaccidén adicional para aumentar su capacidad de analizar muestras
quimicas. Un uso comun de la MS en tandem es el analisis de biomoléculas, como
proteinas y péptidos. Las moléculas de una muestra dada se ionizan y el primer
espectrometro (designado MS1) separa estos iones por su relacion masa-carga (m/z).
Los iones de una relacién m/z particular provenientes de MS1 se seleccionan y luego se
dividen en iones de fragmentos mas pequefos. Esto se logra a través de la
fragmentacién de iones por disociacion inducida por colision (CID) en instrumentos en el
espacio en tandem. Estos fragmentos luego se introducen en el segundo espectrémetro
de masas (MS2), que a su vez separa los fragmentos por su relacion m/z y los detecta
[383].

Las variantes en la espectrometria de masas se deben fundamentalmente al uso de
distintas fuentes de ionizacidn, como ser lonizacion electronica (El, de sus siglas en
inglés Electronic lonization), ionizacién por electrospray (ESI, de sus siglas en inglés
Electrospray lonization) [384], ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI, de sus
siglas en inglés Chemical Ionization at Atmospheric Pressure), entre otras,
diferenciandose en el rango de peso molecular y en la polaridad de los analitos que
detectan. Entre ellos, a menudo se prefiere ESI para perfilar metabolitos "desconocidos”,
ya que este enfoque de ionizacidn forma iones moleculares intactos y ayuda a la
identificacion inicial. En dicho contexto, la introduccién de técnicas APCI, permitid
expandir el numero de compuestos que pueden ser analizados por HPLC-MS. En APCI,
las moléculas del analito primero son ionizadas (modo positivo y modo negativo) a
presion atmosférica y los iones del analito son separados mecanica y electrostaticamente
de las moléculas neutras.
A su vez, las variantes en la espectrometria de masa estan dadas en base a los distintos
analizadores de masas, los cuales consisten en una camara de vacio donde se aplica
algun tipo de campo eléctrico o magnético para poder ver las diferencias de
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comportamiento de los iones al moverse a través de la camara. Existen varios tipos de
analizadores de masas, los mas utilizados son los analizadores de Tiempo de Vuelo (Q-
TOF, de sus siglas en inglés Time Of Flight) [384], Simple Cuadrupolos (QS, de sus siglas
en inglés Simple Quadrupoles) y las trampas idnicas, como ser Quadrupole lon Trap QIT,
de sus siglas en inglés) [385] y Orbitrap [386]. EI Q-TOF utiliza un campo eléctrico para
acelerar los iones y medir el tiempo que toman para alcanzar el detector, dando como
resultado la relacion m/z. Los QS, constan de cuatro varillas de metal enfrentadas en
pares, sobre los que se aplica una corriente continua y otra alterna, permitiendo esto
crear un campo eléctrico controlado que desvia selectivamente los iones que lo
atraviesan, pudiéndose filtrar de esta manera los iones con un margen muy pequefio de
m/z, siendo éstos los unicos que llegaran al detector. Las trampas ionicas, funcionan de
un modo similar a los cuadripolos, pero en vez de desviar los iones que no se encuentran
en un determinado margen de m/z, éstos se confinan y almacenan en una camara, y
posteriormente son liberados de forma selectiva. En dicho contexto los analizadores Q-
TOF son los mas utilizados debido a que brindan informacion de masa molecular exacta

(alta resolucion) [384].

1.4 Métodos de identificacion para Cromatografia liquida de alta presién (HPLC-
MS) y Cromatografia de gases (GC-MS)

Luego que se conoce la relacion masa m/z, y partiendo de la premisa de que moléculas
con estructuras similares producen patrones de fragmentos similares, es posible
comparar los patrones obtenidos en bases de datos tales como Global Nature Product
Social (GNPS) [387] y SciFinder [388].

Utilizando herramientas capaces de agrupar los espectros segun su similitud, como el
programa Molecular Networking del CytoScape [389], se generan clusteres que
posibilitan una visualizacion general del interactoma, es decir, el conjunto completo de
interacciones moleculares. Esto permite, ademas, la identificacion cualitativa de los
compuestos contribuyentes y la cuantificacion de las cantidades absolutas de
metabolitos involucrados en los procesos estudiados.
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Se obtienen clusteres, los cuales permiten una visualizacion general del conjunto
completo de las interacciones moleculares o interactoma e incluso identificar los
compuestos contribuyentes (cualitativos) y cuantificar las cantidades absolutas de
metabolitos que participan en los procesos estudiados (cuantitativos).

A su vez, la identificacion definitiva, asi como la cuantificacion de cada molécula debe
hacerse mediante el empleo de estandares.

Algunos ejemplos de sus aplicaciones incluyen el analisis de pesticidas y herbicidas en
la industria agricola, identificacion de compuestos aromaticos, aceites, azucares en la
industria alimenticia [390], presencia de alcoholes, acidos organicos en diferentes
procesos industriales [391], y de farmacos en la industria farmacéutica [392], entre otros.

1.5 La metabolémica aplicada al estudio de la simbiosis rizobio-leguminosa

Mediante la utilizacion de transcriptomica y protedmica se han logrado identificar y
caracterizar genes y proteinas cruciales para la simbiosis [393]. Sin embargo, estos
estudios no proporcionan evidencia directa de que los genes y proteinas detectados
estén realmente activos metabdlicamente bajo las diversas condiciones estudiadas. En
dicho contexto, la metabolomica aplicada a la simbiosis rizobio-leguminosa permite
identificar los metabolitos involucrados y las vias metabdlicas clave que se activan o
modifican en respuesta a la interaccion, lo que conduce a una mejor comprension de los
mecanismos moleculares y las reacciones quimicas implicadas en esta asociacion. El
mayor inconveniente que presenta esta aproximacion es la dificultad para diferenciar los
metabolitos que provienen de la bacteria o de la planta, especialmente en muestras que

contienen una mezcla de metabolitos de ambos organismos, lo cual resulta desafiante.

1.5.1 Comunicacion en la rizosfera

Durante el desarrollo de las plantas, estas exudan a través de sus raices una gran
variedad de compuestos hacia la rizosfera que las rodea. Las plantas liberan hasta un
40% de los productos de la fotosintesis como exudados. Estos pueden clasificarse en
compuestos de bajo peso molecular (acidos organicos, azucares y flavonoides),
representando gran parte de la diversidad, y compuestos de alto peso molecular menos

diversos, como mucilago (polisacaridos) y proteinas [394]. Se ha demostrado que la
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cantidad y composicion de los exudados depende de diversos factores como ser: la
especie vegetal, el estado de desarrollo de la planta, y a las condiciones bitticas y
abidticas [395].

Los metabolitos secretados por las raices participan en varios procesos en la rizosfera.
Al modular la composicion de los exudados de las raices, las plantas pueden modificar
las propiedades del suelo para adaptarse y asegurar su supervivencia en condiciones
adversas. Utilizan diversas estrategias como: (1) modificar el pH del suelo para solubilizar
nutrientes, (2) quelar compuestos toxicos, (3) atraer microbiota beneficiosa o (4) liberar
sustancias toxicas para patdégenos, entre otras [396].

Muchos componentes de los exudados de las raices sirven como fuentes de carbono y
nitrogeno para los microorganismos de la rizésfera y también desempefian un papel en
los procesos de sefializacion que regulan las interacciones planta-bacteria [396]. Por esta
razon, tanto las raices como sus exudados son candidatos ideales para abordar el
estudio de la simbiosis rizobio-leguminosa desde una perspectiva metabolémica.
Tecnologias como la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en
tandem (HPLC-MS/MS) y UHPLC-MS/MS [397], la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC/MS) [398], son las mas utilizadas para el estudio de
metabolitos de una muestra bioldgica.

La presencia de flavonoides y otros metabolitos implicados en la interaccidn entre
rizobios y leguminosas se ha abordado desde la metabolomica. Se ha detectado la
presencia de flavonoides en raices y nodulos [399], asi como en exudados radiculares
de soja [400]. En este contexto, la presencia de cromoforos en la estructura de los
flavonoides les otorga la capacidad de absorber la luz en la regién del espectro UV-Vis.
Estos presentan dos bandas de absorcion: la banda | corresponde a la fraccion
cinamoilo, cuyo espectro oscila entre 300 y 380 nm, y la banda Il corresponde al benzoilo,
cuyo espectro oscila entre 240 y 280 nm. Estas caracteristicas espectrales facilitan su
identificacion.

Con el fin de identificar las moléculas sefal involucradas durante la interaccion entre de

C. necator UYPR2.512 y su hospedero M. pudica, en este capitulo nos enfocamos en el
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estudio de la composicion de los metabolitos presentes en los exudados radiculares,

mediante varias metodologias.

2 Materiales y métodos

2.1 Obtencion de exudados radiculares

Las semillas de M. pudica se obtuvieron comercialmente del proveedor Outsidepride
Seeds, LLC (Oregon, EE. UU.). Primeramente, las semillas se deshidrataron con etanol
70%, se secaron en papel de filtro y se trataron con H2SO4 concentrado durante 10 min,
seguido de 5 enjuagues de 1 min cada uno con agua estéril. Luego fueron sumergidas
en hipoclorito de sodio 4% durante 5 min, seguido de 6 lavados de 1 min con agua esteéril.
Las semillas esterilizadas superficialmente se pregerminaron en placas de agua con
agar:agua 0,8% (p/v), a 30 °C durante 48 h.

Las semillas pregerminadas se sembraron en frascos de vidrio de 250 mL, con 20
semillas por frasco, y se agregaron 20 mL de agua estéril junto con una rejilla de acero
inoxidable para el soporte de las plantulas. Las plantas se incubaron durante 5 dias bajo
un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad, a 26 °C.

Luego, se recolecto la solucion de agua que contenia los exudados de las raices en tubos
conicos de plastico de 50 mL, los que se centrifugaron durante 5 min a 12.000 rpm para
romper los desechos celulares y los sobrenadantes se filtraron mediante filtros de
nitrocelulosa con poros de 0,45 um (Millipore, Estados Unidos). Los exudados de raices
filtrados y esterilizados se utilizaron en lugar de agua para preparar medio M9 modificado
(Anexos).

2.2 Evaluacion de la expresiéon del gen pnodB19424-lacZ

Con el fin de evaluar el efecto inductor de los exudados radiculares se utilizé el mismo
procedimiento utilizado en el punto 2.3 de Materiales y métodos del capitulo Il, adaptando
el protocolo a la utilizacion de placas de 96 pocillos. Los cultivos bacterianos de
crecimiento ON se normalizaron a una concentracion final de 108 cel/mL en medio
minimo M9, y 20 uL de esta suspension fueron traspasados a una placa de 96 pocillos
conteniendo 180 pL de medio minimo fresco M9 y M9 modificado (Anexos), conteniendo
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éste en vez de agua el mismo volumen de exudados radiculares frescos colectados
Como control se utilizd6 medio de cultivo sin inocular. Se realizaron cuatriplicados
técnicos. Como control se utilizé la cepa LMG19424 de C. taiwanensis conteniendo los

mismos plasmidos [194].

2.3 Busqueda de moléculas involucradas en la interaccion entre UYPR2.512-M.
pudica

2.3.1 Estrategia |. Busqueda de flavonoides en exudados radiculares mediante técnicas
de HPLC-DAD

2.3.1.1 Colecta y obtencion de exudados radiculares

Semillas de M. pudica se esterilizaron y germinaron mediante la metodologia detallada
en 2.1. Las semillas se sembraron en frascos de vidrio de 250 mL (50 semillas por frasco)
conteniendo 50 mL de medio de cultivo Howieson 1/10 (Anexos) [401]. Las semillas en
los frascos que contenian este sistema fueron inoculadas con una suspension bacteriana
de UYPR2.512 a una concentracion de 107 ufc/semilla y se incubaron durante 3 y 16
dias. Después de este periodo, se recogieron los exudados. Como controles se utilizaron
plantulas sin inocular y medio inoculado sin plantas. Los exudados liofilizados se

mantuvieron en un desecador hasta su uso.

2.3.1.2 Busqueda de compuestos flavonoides

Con el fin de evaluar la presencia de una mezcla de flavonoides en los exudados
inoculados con UYPR2.512, los liofilizados fueron reconstituidos en dimetilsulfoxido
(DMSOQO) y se realizdé una curva de diluciones seriadas que fueron luego analizadas
mediante lector de placas multimodo Varioskan Flash del IIBCE, realizando un barrido
espectral desde 230 a 400 nm, que permitiera observar los 2 picos caracteristicos de
compuestos polifendlicos, correspondientes a las fracciones benzoilo y cinamoilo. Luego,
las muestras fueron disueltas en buffer acido fosforico 0,5% pH 2 e inyectadas en el
HPLC-DAD (Shimadzu, Kioto, Japdn) equipado con una bomba de disolvente LC-6AD,
un controlador de sistema SCL 10AVB, un horno de columna CTO-10ASVP, un inyector
Rheodyne modelo 7725, un detector de matriz de diodos SPD-M10AVP, un software
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Clase VP para adquisicién de datos. Como fase estacionaria se utiliz6 una columna
analitica C18 HPLC Column (5 pm, 250 x 4.6 mm, Phenomenex).

El analisis fue llevado a cabo utilizando el siguiente gradiente (fase movil: A = metanol
90%; fase movil B = acido férmico 0,1%, pH 2,65): 0-30 min 35-55 %A; 30-55 min 55 %A,
55-56 min 55-35 %A; 56-70 min 35%A.

2.3.1.3 Analisis de los cromatogramas obtenidos

Los cromatogramas se analizaron utilizando el software Empower Pro, a la longitud de
onda Optima para cada metabolito buscado. Con el fin de identificar la presencia de
flavonoides se realizaron analisis comparativos a partir de los cromatogramas de
flavonoides utilizados como estandares. Como estandares se utilizaron los siguientes
flavonoides con las correspondientes longitudes de onda optimas: luteolina (A=375 nm),
genisteina (A= 259 nm), daizeina (A= 248 nm), naringenina (A= 290 nm), catequina (A=
278 nm) y quercetina (A= 375 nm) [402].

2.3.2 Estrategia lI-A y |I-B. Busqueda de flavonoides mediante HPLC-ESI-MS/MS

Para este ensayo, se utilizaron los exudados radiculares colectados después de 16 dias

de incubacion.

2.3.2.1 Extraccién de moléculas presentes en los exudados radiculares

Los liofilizados fueron macerados con mortero en un minimo volumen de metanol calidad
HPLC y con el fin de mejorar la extraccion, aproximadamente 5 mL de cada muestra
fueron colocadas en bafo de ultrasonido durante 10 min, filtradas en algodon y el
volumen colectado fue traspasado a tubos limpios.
Las muestras fueron concentradas en vacio en un rotavapor a 40 °C durante 2 h. Los
metabolitos presentes en los exudados radiculares, se sometieron a una etapa de
extraccion en fase solida (SPE) usando una columna C18 (500mg). Previamente las
columnas fueron activadas de la siguiente forma: con 1 mL de metanol 100% y con 1 mL
de agua MilliQ 3 veces consecutivas. Se adicion0 el extracto disuelto en agua en los
cartuchos y destinadas a fraccionamiento secuencial en agua 100%, metanol 50%,
metanol 100% y acetona 100% para su elucion [403].
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Las fracciones fueron secadas mediante aeracidon, se determinaron sus pesos y se
mantuvieron en frio hasta su analisis. Las muestras fueron disueltas en acetonitrilo a una
concentracion de 1Tmg/mL y fueron analizadas en primer lugar por HPLC-DAD-ELSD vy
aquellas muestras que presentaron perfiles cromatograficos con picos unicos vy
reproducibles fueron luego reanalizadas por HPLC-ESI-MS/MS. Ademas de las muestras
de los exudados radiculares en presencia o ausencia de bacterias, se analizaron los
extractos del pellet celular, del sobrenadante del cultivo y del medio de cultivo sin
inocular. Se realizaron cuadriplicados biologicos. Las muestras se denominaron con las
siguientes abreviaciones: ERMP MeOH 50% o ERMP MeOH 100% si eran exudados
radiculares de M. pudica extraidos en metanol 50% o 100%, respectivamente y ERMP-
UYPR2.512 MeOH% 50 o ERMP-UYPR2.512 MeOH 100% si eran exudados radiculares
de M. pudica obtenidos en presencia de UYPR2.512 y extraidos en metanol 50% o 100%,

respectivamente.

2.3.2.2 Obtencidn y fraccionamiento de extractos celulares

Se parti6 de un cultivo de UYPR2.512 crecido en 200 mL de medio liquido M9 1X
suplementado con citrato 14 mM. Como control se utilizé el medio de cultivo sin inocular.
A partir del cultivo primario se realizé una dilucion 1/100 en medio fresco y se incubo a
30 °C, con agitacion mecanica a 150 rpm durante 7 dias. Finalizado el tiempo, el cultivo
se centrifugdé 4.000 rpm durante 10 min, se traspasé el sobrenadante a una bola de
decantacion, y se destind para la particidon con acetato de etilo. Para ello, se le adicioné
250 mL de acetato de etilo, se realizaron 3 lavados consecutivos, y se colecto la fraccion
organica en busca de los compuestos de interés. La fase organica se rota-evaporo a 164
mbar hasta evaporacion total del solvente, se recogié en el minimo volumen de una
mezcla de acetato de etilo y agua (1:1) y se concentré hasta sequedad. El extracto fue
colectado en acetato de etilo, metanol 100% y agua, se concentrd6 nuevamente a vacio
en speedvac, se resuspendio en 1mL de agua y se fraccioné en columna SPE (C18), al
igual que en el punto anterior. Las fracciones de los distintos solventes fueron colectadas
y concentradas.
El pellet celular se resuspendio en 3 ml de metanol 100%, se colocé en bafio ultrasénico
durante 10 min y se centrifugd durante 10 min a 5000 rpm. El solvente se evaporo hasta
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sequedad, se resuspendio en 1mL de agua y se fraccion6 en columna SPE C18 al igual
que en el punto anterior. Las muestras se eluyeron con 1 mL de metanol/agua 9:1 (v/v)
y se concentraron hasta sequedad. El medio de cultivo sin inocular se analiz6
directamente en el HPLC-MS/MS, sin realizar las etapas de fraccionamiento. Las

muestras fueron almacenadas a 4°C hasta ser analizadas.

2.3.2.3 Analisis cromatograficos cualitativo de metabolitos

Todas las muestras fueron disueltas en 50% metanol a una concentracion de 1mg/mL y
se analizaron mediante HPLC-MS/MS en un sistema Shimadzu UFLC (dos bombas de
disolvente LC20AD, horno de columna CTOZ20A ajustado a 40 °C, muestreador
automatico SIL20A y controlador CBM20A) acoplado a un espectrometro de masas con
un analizador de captura de electrones con trampa de iones (AmaZon SL), ubicados en
la Facultad de Ciencias Farmaceuticas de Riberao Preto, Brasil. Un volumen de 20 pyL
de cada muestra se pasd por una columna Phenomenex C18 (250 mm x 4.6 mm,
particulas de 5 ym) y se eluyeron con un flujo de 1 mL/min de una mezcla de agua
(disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B), ambos con un 0,1% de acido féormico. El
gradiente utilizado se realiz6 de la siguiente manera: 0-5 min (10% B), 5-60 min (10% a
100% B), 60-70 min (100% B), 70-75 min (100% a 10% B) y 75-85 min (10% B). El
espectrometro de masas se hizo funcionar en modo de ionizacion positiva con los
siguientes parametros: capilar de 3.5 kV, desplazamiento de placa final 500V,
nebulizador de 60 psi, gas seco (N2) con un caudal de 10 mL/min, temperatura de secado
de 330 °C, auto MS/MS adquiriendo datos entre m/z 50 y 1300, promedio de 3 espectros,
modo UltraScan para MS/MS, adquisicidén de tasa espectral de 3 espectros/s, exclusion
de un ion dado después de 3 espectros y liberado después de 30s. El espectrometro de
masas fue controlado por el software Hystar (Bruker Daltonics Inc., EE. UU.).

2.3.2.4 Procesamiento de datos y analisis de los perfiles cromatograficos

Los datos de HPLC-MS/MS de los modos de ionizacion positiva y negativa, fueron
convertidos al formato.mzXML, mediante la utilizacion del software MSconvert
(Proteowizard Software Foundation, Palo Alto, CA, EE. UU.) y exportados como tabla

.Ccsv y como archivo .mgf, para ser analizados posteriormente.
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Los perfiles cromatograficos de fragmentacion fueron analizados en comparacién con las
moléculas anotadas en la libreria del GNPS (Global Natural Products Source) [387]. La
red molecular GNPS organiza los compuestos segun sus caracteristicas de
espectrometria de masas en tandem (MS/MS) en grupos y compara los espectros con
bibliotecas espectrales. A partir de las masas obtenidas del HPLC-MS/MS se gener6 una
red molecular, la cual fue analizada mediante el programa Cytoscape version 3.8 [389].
Los analisis se realizaron en base a parametros previamente utilizados en GNPS por

diferentes grupos de investigacion [404].

2.3.3 Estrategia lll. Busqueda de metabolitos en exudados radiculares mediante GC/MS
2.3.3.1 Obtencién de exudados radiculares

Se realizé el mismo procedimiento que en el punto 2.3 de Materiales y Métodos de este
capitulo. En esta ocasion los frascos contenian 40 mL de agua estéril, se colocaron 40
semillas por frasco y fueron incubados durante 10 dias. Finalizado este tiempo, los
exudados fueron filtrados vy liofilizados.

2.3.3.2 Preparacion de extractos a partir de los exudados radiculares colectados

Los exudados liofilizados colectados en el punto 2.3.3.1 fueron resuspendidos en 5 mL
de metanol anhidro 100%, la re-suspension fue homogenizada mediante vortex e
incubada a 4 °C ON. Finalizado este tiempo, la suspension se centrifugd durante 2 min
a 14.000 rpm. Se obtuvo un pellet insoluble en metanol anhidro 100%, y una fraccion
metandlica de 3,45 mL. Las fracciones metandlicas (de entre 200-500 pL) se
concentraron 4°C a vacio y se resuspendieron en 80 yL de metoxiamina hidroxicloruro
(20mg/mL) disuelto en piridina y se incubaron durante 90 min a 40 °C. Luego se
anadieron 80 pL del derivatizante N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida (MSTFA,
15222 - Sigma-Aldrich). La reaccion se llevo a cabo durante 30 minutos a 40 °C. Después
de este tiempo, las muestras estuvieron listas para su inyeccién en el GC-MS.
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El analisis cromatografico se llevd a cabo en el equipo GCMS-QP 2010 ULTRA
(Shimadzu), equipado con un auto-inyector (AOC-20i, Shimadzu), una pre-columna GC
Guard column (0,25 ymx5 m, RESTEK cat#1000), una columna HP-5MS (0,25 uymx30
m, Agilent, 19091SS - 433) y un flujo de gas Helio de 28,9 mL por min, ubicado en la
plataforma de quimica analitica del IIBCE. La temperatura inicial del horno fue de 80 °C,
mantenida por 2 min, se incrementd luego a 290 °C (8 °C/min), se mantuvo por 3 min y
finalmente se incrementd a 310 °C (20 °C/min) y se mantuvo por 10 min adicionales. La
temperatura del inyector y detector fue de 300 °C. El volumen de inyeccion fue de 1 uLy
el modo de inyeccion fue el splitless. Para la deteccion se empled la ionizacion por
impacto electronico a 70 eV, y se escanearon los m/z entre 50-850.

2.3.3.3 ldentificacion cualitativa de metabolitos

Para la identificacion de metabolitos, se analiz6 la presencia de los iones totales (TIC),
el cual permite obtener un espectro de masa asociado para cada molécula. Los valores
de las masas obtenidos se compararon con la base de datos de espectros de masa
presente en la libreria del equipo (NIST and Wiley libraries). Como criterio de
comparacion de espectros entre los picos obtenidos y las bases de datos utilizadas, se
utilizé una similitud > 90 e indices de retencion con una tolerancia de +/- 10. A su vez,
los valores de las areas de cada pico se normalizaron con respecto al ribitol (estandar
interno), el cual fue adicionado a todas las muestras.

Los cromatogamas se analizaron con el software GC-MS Solutions de Shimadzu. Para
la confirmacion de algunos de los metabolitos identificados se utilizaron estandares de
aminoacidos, para lo cual se empled una mezcla de aminoacidos calidad estandar
analitico (Sigma-Aldrich; AAS18). A su vez, se utilizaron estandares de azucares
(sacarosa, fructosa, D(+) glucosa, L(-) arabinosa), de polialcoholes (mio-inositol, xilitol,
D(-), xilosa, L(-) arabitol), acidos organicos (acido glucénico), acidos carboxilicos (acido
oxalico) de concentraciones conocidas y como estandar interno se utilizo ribitol 2mg/mL,
el cual se adicion6 a cada una de las muestras. Los estandares fueron disueltos en agua,
concentrados por evaporacion a baja presion en un concentrador speedvac vy
derivatizados con la misma metodologia utilizada para los extractos de los exudados
radiculares. La concentracion se normalizé en funcion del estandar interno.
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2.3.3.4 Estudio del efecto inductor de exudados radiculares de M. pudica en URPR2.512

Se empled la misma metodologia descrita en el punto 2.3 de Materiales y Métodos. En
esta ocasion, los cultivos fueron inducidos en presencia de medio minimo M9
suplementado con la fraccion metandlica al 4% (v/v). Como control positivo, se utilizo

luteolina 15 pM.

2.4 Estudio del efecto inductor de flavonoides y otros compuestos fendlicos en
URPR2.512

Se utilizé la misma metodologia utilizada en el punto 2.3. Los cultivos fueron inducidos
en presencia de flavonoides de concentracion 15 pM, que incluyeron daidzeina
(isoflavononas), naringenina (flavanona), catequeina (flavanoles), miricetina, crisina,
apigenina (flavonas) y quercetina (flavonoles), y compuestos fendlicos como el
reverastrol (estibeno), el acido curmarico (derivado de caido cinamico). En todos los
casos los reactivos utilizados fueron de calidad estandar (98% de pureza, Sigma-Aldrich),
disueltos en DMS o en agua, segun correspondiese en cada caso. como control positivo
se utilizé luteolina 15 pM. Se realizaron triplicados técnicos.

3 Resultados

3.1 Los exudados radiculares de M. pudica inducen la expresiéon del pnodB19424-
lacZ en UYPR2.512

Al utilizar exudados frescos de M. pudica en cultivos de UYPR2.512 se observo un

aumento en la actividad de la B-galactosidasa de los cultivos de UYPR2.512 portando

pCBMO01 asi como en la cepa control LMG19424 portando pCBMO01. Estos resultados

indican que los exudados obtenidos a partir de M. pudica contienen inductores de la

expresion de los genes nod de Cupriavidus.
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Figura 41. Respuesta de la region promotora del gen nodB a la presencia de exudados radiculares frescos
en cultivos de UYPR2.512.

La determinacion de la actividad B-galactosidasa se realizé en cultivos de UYPR2.512 portando los
plasmidos pCBMO01 o pCZ388 en medio minimo M9 modificado, luego de un periodo de incubacién durante
16 h a 30 °C. Como control se utilizé la cepa LMG19424 de C. taiwanensis. La expresion de lacZ se evalué
como actividad B-galactosidasa registrada como unidades Miller. Los exudados fueron colectados luego
de 10 dias de incubacion. Los datos se expresan como la media de tres réplicas biolégicas con sus errores

estandar.

Con el afan de identificar las moléculas presentes en la interaccion entre UYP2.512 y su
leguminosa hospedera M. pudica, se decidid utilizar un enfoque metabolémico basado

en el estudio de las moléculas presentes en los exudados radiculares.

3.2 Busqueda de moléculas involucradas en la interaccion entre UYPR2.512-M.
pudica

3.2.1 Estrategia |. Busqueda de flavonoides mediante HPLC-DAD

La primera estrategia consistié en analizar los metabolitos presentes en los exudados
radiculares de M. pudica en presencia del simbionte UYPR2.512, mediante una
aproximacion metabolémica dirigida. En particular, se busco evidenciar la presencia de

flavonoides. Al realizar un espectro de barrido de absorcidn de los exudados (de 230 a
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400 nm), se observd solamente uno de los 2 picos maximos caracteristicos de los
flavonoides, en el entorno de los 250 nm, el cual corresponderia a la fraccion cinamoilo
(254 nm). Luego mediante HPLC-DAD, se observo la presencia de compuestos con picos
maximos de absorcion en el entorno de 250 nmy 260 nm (Figura 42), los cuales podrian
corresponderse al acido ferulico y al acido galico, ambos precursores de flavonoide [405],
[406].
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Figura 42. Perfil cromatografico de exudados radiculares de plantulas de M. pudica inoculadas con
UYPR2.512.

En A: Cromatograma HPLC-DAD (Unidades de absorbancia vs RT (tiempo de retencion, min)), y B:
Espectros ultravioletas de cada pico individual encontrado. Se observa un pico de absorbancia maximo en
el entorno de 250 nm. Se indica el perfil de una muestra representativa.

En base a estos resultados se repitié el experimento con un mayor numero de plantas
(40 plantas), y aumentando el tiempo de interaccion entre los simbiontes a 20 dias. El
analisis por HPLC-DAD mostré un cromatograma con mayor cantidad de picos a la
longitud de onda de 254 nm, region del espectro de absorcion ultravioleta en la que
absorben los compuestos aromaticos, como los presentes en los polifenoles esperados
en las muestras procesadas (Figura 43 y 44). A su vez, se observo una mayor cantidad
de picos en presencia de la bacteria, en comparacion con el control (Figura 43 y 44).
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Figura 43. Perfil cromatografico de exudados radiculares de plantulas de M. pudica inoculadas con
UYPR2.512.

Se indica en A: Cromatograma HPLC-DAD C18 de los exudados radiculares, en modo gradiente utilizando
como fase movil acido fosférico 0,5% pH 2 y metanol 90%, registrado a 254 nm y en B: De arriba hacia

abajo se indican los espectros ultravioletas de 6 picos individuales observados en el cromatograma en A,
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Figura 44. Perfil cromatografico de exudados radiculares de plantulas de M. pudica.

Se indica en A: Cromatograma HPLC-DAD C18 de la muestra control, en modo gradiente utilizando como
fase movil acido fosférico 0,5% pH 2 y metanol 90%, registrado a 254 nm y en B: Espectros ultravioleta de
los picos encontrados. En el panel A se incluye el perfil cromatografico del flavonoide genisteina (A= 259

nm). El estudio comparativo indicaria un pico muy similar a dicho flavonoide.
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Como se muestra en ambas figuras, se observo la presencia de un pico con
caracteristicas muy similares al de la genisteina en el entorno de los 260 nm, un
flavonoide inductor de los genes nod de rizobios [407]. Sin embargo, no coincidié su
tiempo de retencion, con el observado en la muestra analizada. No fue posible identificar
el resto de los picos correspondientes, ya que los mismos tampoco coincidieron con los
tiempos de retencion, ni el espectro con los de los estandares de flavonoides comerciales
disponibles (Fig. 45).
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Figura 45. Perfiles cromatograficos de flavonoides utilizados como estandares.

A la izquierda se indican los cromatogramas HPLC-DAD C18 y a la derecha los espectros UV de su
respectivo pico, para catequina (A= 278 nm), daidzeina (A= 248 nm), genisteina (A= 259 nm), luteolina (A=
375nm), naringenina (A= 290 nm), y quercetina (A= 375 nm).
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Con el objetivo de profundizar en la identificacion de los compuestos presentes en los
exudados radiculares decidimos realizar un nuevo analisis mediante HPLC-UV, HPLC-
DAD-ELSD y HPLC-ESI-MS/MS, en el contexto de una pasantia realizada en la Facultad
de Ciencia Farmacéutica de la Universidad de Sao Paulo, Ribeirao Preto, Brasil, bajo la
direccién de la Dra. Monica Puppo y financiada por la ANII.

3.2.2 Estrategia |I-A. Espectros obtenidos mediante HPLC-UV y HPLC-DAD-ELSD

Con la finalidad de evidenciar la presencia de flavonoides en los extractos provenientes
de exudados radiculares en presencia o ausencia de la bacteria, se realizé6 un primer
analisis exploratorio mediante HPLC-UV. Tal como habia ocurrido anteriormente
(estrategia I), no se observo ninguna de las 2 bandas caracteristicas de los flavonoides
en el UV-Vis. Sin embargo, al comparar los espectros de los exudados radiculares en
presencia de la bacteria (ERMP-5V12), con el correspondiente exudado sin la bacteria
(ERMP), se observaron picos diferenciales (Figura 46, panel Ay B).
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Figura 46. Perfiles cromatograficos obtenidos mediante HPLC-DAD-ELSD.

Se indica en A: Perfiles cromatograficos de la fraccion metandlica de ERMP MEOH 50% y en B: Perfiles
cromatograficos de la fraccion metandlica de ERMP-UYPR2.512 MEOH 100%, incubadas durante 16 dias.
Perfiles cromatograficos registrados a 240 nm. En cada panel se muestran 4 cromatogramas en distintos
colores, correspondientes a los cuatriplicados biologicos. Para el analisis se consideraron aquellas

muestran que presentaron picos unicos y reproducibles en los cuatriplicados bioldgicos.

A partir de estos datos, se seleccionaron las muestras ERMP-UYPR2.512 MeOH 100%
y ERMP MeOH 50% como control, por contener picos diferenciales, para su posterior
analisis mediante HPLC-ESI-MS/MS. A su vez, se incluyeron extractos del pellet celular,
del sobrenadante del cultivo bacteriano, del sobrenadante del medio de cultivo y del
solvente utilizado.
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3.2.3 Estrategia |I-B. Espectros obtenidos mediante HPLC-ESI-MS/MS

A partir de los espectros de HPLC-ESI-MS/MS de los extractos de los exudados de M.
pudica y de los exudados de M. pudica en presencia de UYPR2.512, se detectaron 27

picos, los cuales corresponderian a compuestos unicos en cada condicion (Fig. 47C).
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B - — ERMP MEOH 50%
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C . } ERMP-UYPR2.512 MEOH
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D ) Sobrenadante de medio de
: cultivo de UYPR2.512

E J Sobrenadante de medio de
cultivo sin inlocular

F . Pellet celular de UYPR2.512

Figura 47. Cromatogramas de los extractos de exudados radiculares obtenidos mediante HPLC-ESI-
MS/MS.

Se muestran los siguientes perfiles: A: Metanol (solvente), B: ERMP MEOH 50% (exudado de la planta en
metanol 50%), C: ERMP-UYPR2.512 MEOH 100% (exudado de la planta en presencia de la bacteria en
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metanol 100%), D: sobrenadante de medio de cultivo de UYPR2.512, E: sobrenadante del medio de cultivo
sin inocular con UYPR2.512 y F: pellet celular de UYPR2.512. Se muestra una corrida representativa de
cada extracto. El recuadro azul resalta la presencia de picos correspondientes a compuestos expresados
en cada uno de los extractos. En eje de las ordenadas se indica intensidad de fluorescencia y en eje de
las abscisas el tiempo de retencion.

El analisis detallado de ambos extractos (Figura 48), mostré la presencia de 9 picos
encontrados unicamente en presencia de la bacteria, lo que sugiere que estos

corresponderian a compuestos que podrian estar implicados en la interaccion simbidtica.
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Figura 48. Perfiles obtenidos mediante HPLC-ESI-MS/MS de los extractos de exudados radiculares de M.
pudica.

Se muestran los datos de una muestra representativa de cada extracto. Se indica en A: el exudado de
ERMP MEOH 50% y en B: ERMP-UYPR2.512 MEOH 100%. Los numeros indican los picos
correspondientes a compuestos Unicos presentes en los exudados radiculares de la planta en presencia
de la bacteria. En eje de las ordenadas se indica intensidad de fluorescencia y en eje de las abscisas el

tiempo de retencion.

3.3 Caracterizacion de los picos observados

Con la finalidad de caracterizar los picos diferenciales observados, los patrones de

espectrometria de masas obtenidos fueron analizados de acuerdo con su similitud,
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dando origen a grupos de espectros (cluster), partiendo de la premisa de que moléculas
con estructuras similares producen patrones de fragmentos similares.

La busqueda de similitudes en la base de datos de GNPS permitié identificar solamente
un cluster (Fig. 49, recuadro azul) el cual tendria nodos que corresponderian al
flavonoide miricetina-3-rutinosa.

Por otro lado, la gran cantidad de singletones observadas seria indicativo de la presencia
de moléculas unicas, reflejando la compleja composicion quimica de las muestras

analizadas.

190



fk/\(@fg'

BLB. LW\ gH
VIV frInnn

T I g I I I%QQQQQQQQQQ% ®

Q%QQQQQ%QQ @Q%Q QQ .% L Sing]etones
2QQQ2QQQ2QQ4Q Q02 QQ
QQRQQ Q2 Q cRQRQ
QAQRQRQQ ¢2Q9Q
QRQRQQQ «2Q
eQQ oQQQQQ
]

OOPo Heo &
OOLOo HOO
Do H&6O

Qe

rY2)
Qe
QQ

® ERMP

@® ERMP-UYPR2.512

@ Sobrenadante de pellet bacteriano
Pellet bacteriano

Figura 49. Red molecular generada a partir de los espectros obtenidos mediante HPLC-ESI-MS/MS.

Los nodos se conectan mediante lineas negras, en funcién a la similitud espectral. Cada nodo indica la
masa (m/z) del compuesto, y los colores indican el origen de ese compuesto. En el recuadro azul se resalta
un agrupamiento (cluster) de interés en el cual de acuerdo a la base comparativa del GNPS presentaria
dos nodos anotados como correspondientes al flavonoide miricetina-3-rutinosa. El paréntesis azul indica

los singletones. Imagen obtenida mediante la utilizacion del programa Cytoscape.

Al realizar un analisis detallado manual, en el cual se comparo¢ los valores de m/z de las

moléculas obtenidos mediante HPLC MS/MS (m/z = 626.635 y m/z = 626.57) y los
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valores de m/z de dichas moléculas anotados como miricetina3-rutinosa por el GNPS
(m/z = 627.15), se observo que las diferencias de las masas resultaron ser mayores a
0,5 Da, por lo cual no fue posible confirmar que se tratara de este flavonoide.

Figura 50. Cluster de interés con nodos anotados como correspondientes a flavonoides segun la libreria
del GNPS.

Los porcentajes dentro de los nodos indican la masa molecular masa/carga (m/z) de los compuestos
identificados y los colores indican el origen de ese compuesto. En color verde el compuesto que proviene
de ERMP, en color rojo de ERMP-UYPR2.512 y en amairillo de pellet bacteriano. Las flechas azules indican

los nodos anotados como miricetina 3-rutinosa en el GNPS.

Por otro lado, con el fin de confirmar que realmente los nodos no correspondian al
flavonoide miricetina 3-rutinosa, un analisis mediante HPLC de alta resolucion realizado
en la Facultad de Ciencia Farmacéutica de la Universidad de Sao Paulo, confirmé que
esas moléculas no corresponderian a flavonoides. Por lo cual la miricetina-3-rutinosa
estaria mal anotada en la base de datos del GNPS.

A su vez, como se observa en la figura 49, existen varios compuestos que fueron
producidos unicamente durante la interaccion planta-bacteria (nodos de color rojo). Sin
embargo, debido que las moléculas no fueron anotadas por el GNPS, se sugiere que se
trataria de compuestos nuevos o no descritos anteriormente y seria necesario aislarlos

para determinar su estructura quimica
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3.4 Estrategia Ill. Identificacion de metabolitos presentes en exudados
radiculares mediante GC/MS

Debido a que no se logré evidenciar la presencia de flavonoides en los exudados

radiculares de M. pudica, se analiz6 su composicion usando una estrategia de

metabolomica no dirigida. Mediante analisis por GC-MS se identificaron entre 255-369

picos en los ERMP y entre 288-364 en los ERMP-UYPR2.512, correspondientes a

posibles metabolitos presentes en las muestras analizadas (Tabla 25 y Fig. 50).

Tabla 25. Cantidad de metabolitos identificados mediante GC-MS para cada una de las de las fracciones
metandlicas analizadas
Las siglas ERMP corresponde a exudados radiculares de M. pudica, y ERMP-UYPR2.512 corresponde a

exudados radiculares de M pudica en presencia de UYPR2.512.

Muestra N° de picos detectados

ERMP (1) 255

ERMP (2) 369

ERMP (3) 340

ERMP (4) 323
ERMP-UYPR 2.512 (1) 288
ERMP-UYPR2.512 (2) 364
ERMP-UYPR 2.512 (3) 306
ERMP-UYPR2.512 (4) 328

Los perfiles cromatograficos correspondientes a los cuadriplicados biolégicos de los
exudados obtenidos en ausencia o en presencia de UYPR2.512 presentaron variaciones

tanto en el numero de picos detectados como en su definicion (Fig. 51).
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Con la finalidad de asignar un identificador a los picos obtenidos mediante GC/MS, se
establecio como criterio del analisis la asignacion de picos a metabolitos cuya similitud
con la base de datos fuera superior al 90%, con un indice de retencion (IR) < 0,1 y que

estuvieran presentes en al menos 1 de las 4 muestras analizadas para cada condicion.

Siguiendo estos criterios, se identificaron un total de 68 metabolitos presentes en los
exudados radiculares de M. pudica independientemente de la ausencia o presencia de
UYPR2.512 (Tabla 26). De estos, 40 metabolitos se mantuvieron constante en presencia
de UYPR2.512, 19 solo se encontraron en ausencia de UYPR2.512 y 9 fueron
especificos en presencia de UYPR2.512. Estos 9 metabolitos, que solamente se
detectaron cuando ambos simbiontes estan presentes, podrian estar involucrados en la
interaccion simbidtica. De acuerdo a su estructura quimica, estos metabolitos se
clasificaron en 4 familias quimicas; acidos carboxilicos (5 metabolitos), acidos aromaticos
(2 metabolitos), aminoacidos (1 metabolito) y polialcoholes (1 metabolito) (Tabla 26).
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Figura 51. Cromatogramas de los exudados analizados mediante GC-MS.

A: exudados radiculares de M. pudica (ERMP) (1), B: ERMP (2), C: ERMP (3), D: ERMP (4), E: exudados
radiculares de M. pudica en presencia de UYPR2.512 (ERMP-UYPR2.512) (1), F: ERMP-UYPR2.512 (2),
G: ERMP-UYPR2.512 (3), F: ERMP-UYPR2.512 (4).
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Tabla 26. Metabolitos detectados en exudados radiculares de M. pudica en ausencia y/o en presencia de
UYPR2.512.

Los metabolitos resaltados en negrita fueron confirmados por estandares. Resaltados en color amarillo se
indican los metabolitos presentes independientemente de la presencia de UYPR2.512, en color turquesa
los metabolitos presentes uUnicamente en ausencia de UYP2.512, y en color naranja los metabolitos

detectados unicamente en presencia de UYP2.512.

Familia Quimica

Acidos alditolicos

Acidos aromaticos

Acidos aromaticos
Acidos aromaticos
Acidos aromaticos

Acidos aromaticos

Acidos carboxilicos
Acidos carboxilicos
Acidos carboxilicos
Acidos carboxilicos
Acidos carboxilicos
Acidos carboxilicos

Acidos carboxilicos
Acidos dicarboxilicos
Acidos dicarboxilicos
Acidos dicarboxilicos
Acidos dicarboxilicos

Acidos grasos
Acidos grasos
Acidos grasos
Acidos organicos
Acidos organicos
Acidos organicos
Acidos organicos
Acidos organicos
Alcoholes
Aldehidos

Metabolitos detectados en exudados radiculares de M. pudica en ausencia y

en presencia de UYPR2.512 (Similitud >90 y IR<0,1)

Benzoic acid, 4-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester (CAS) PARA-HYDROXYBENZOIC-
DITMS

Benzoic acid, 3-methoxy-4-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester (CAS) BISTRIMETHYLSILYL
VANILLIC ACID

Propanoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester (CAS) LACTIC ACID-DITMS
Acetic acid, [(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester (CAS) GLYCOLIC ACID-DITMS

Erythronic acid-.gamma.-lactone, bis-O-(trimethylsilyl)

PARABANIC ACID, BIS-O-(TRIMETHYLSILYL)

Heptanedioic acid, bis(trimethylsilyl) ester (CAS) BISTRIMETHYLSILYL PIMELIC ACID

Xylonic acid, 2,3,5-tris-O-(trimethylsilyl)-, .gamma.-lactone, D- (CAS) 2,3,5-TRI-O-
TRIMETHYLSILYL-XYLONO-1,4-LACTONE

2-Piperidinecarboxylic acid, 1-(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester (CAS) PIPECOLIC-DITMS
Ethanedioic acid, bis(trimethylsilyl) ester (CAS) OXALIC ACID-DITMS

Propanedioic acid, bis(trimethylsilyl) ester (CAS) BISTRIMETHYLSILYL MALONIC ACID
Butanedioic acid, bis(trimethylsilyl) ester

Fumaric acid

Bis-O-trimethylsilyl-palmitinic acid-glycerin-(1)-monoester

Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester (CAS) PALMITIC ACID-MONOTMS

Lactic acid dimer, bis bis(trimethylsilyl)-
Butanedioic acid, [(trimethylsilyl)oxy]-, bis(trimethylsilyl) ester (CAS) MALIC ACID 3TMS
Citric acid

Gluconic Acid, lactone

1,2,3-butantriol, tris-O-(trimethylsilyl)"
Butanal, 2,3,4-tris[(trimethylsilyl)oxy]-, (R*,R*)- (CAS) ERYTHROSE-TRITMS
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Familia Quimica Metabolitos detectados en exudados radiculares de M. pudica en ausenciay
en presencia de UYPR2.512 (Similitud >90 y IR<0,1)

Alditoles Pentitol, 1-desoxy-tetrakis-O-(trimethylsilyl)
Alditoles
Amidas Urea, N,N'-bis(trimethylsilyl)- (CAS) Bis(trimethylsilyl)urea
Amidas
Aminoacidos Threonine
Aminoacidos Valine
Aminoacidos Glycine
Aminoécidos Serine
Aminoacidos L-Proline, 5-oxo-1-(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester (CAS) PYROGLUTAMIC ACID-DITMS
Aminoacidos
Aminoacidos Trimethylsilyl ester of N,N-bis(trimethylsilyl)-cysteine

AzUcares/polisacaridos
AzUcares/polisacaridos

Azucares/polisacaridos D-xylose

Azucares/polisacaridos L-arabinose

Azucares/polisacaridos D-Galactose, 6-deoxy-2,3,4,5-tetrakis-O-(trimethylsilyl)-, O-methyloxime (CAS)
TETRAKISTRIMETHYLSILYL ETHER DESOXY-6-GALACTOSE

Azucares/polisacaridos Fructose

Azucares/polisacaridos Sacarosa-OCTATAMS

Azucares/polisacaridos Cellobiose-OCTATMS

Carbazoles 9H-Carbazole, 9-phenyl- (CAS) N-Phenylcarbazole
Esteres Dipropylene glycol dibenzoate
Eteres 3,6,9-Trioxa-2,10-disilaundecane, 2,2,10,10-tetramethyl- (CAS) DIETHYLENE GLYCOL
BISTRIMETHYLSILYL ETHER
Eteres 3,6,9,12-Tetraoxa-2,13-disilatetradecane, 2,2,13,13-tetramethyl- (CAS) TRIETHYLENGLYCOL,
BIS-O-(TRIMETHYLSILYL)
Eteres 3,8-Dioxa-2,9-disiladecane, 2,2,9,9-tetramethyl-5,6-bis[(trimethylsilyl)oxy]-, (R*,S*)- (CAS)

Erythritol, 1,2,3,4-tetrakis-O-(t

Eteres
Eteres

Fosfato de silanol Silanol, trimethyl-, phosphate (3:1)

Hidroxiacidos Benzeneacetic acid, alpha.-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester (CAS) BISTRIMETHYLSILYL
MANDELIC ACID

No se logro identificar

Pipecolinas
Piridinas

Polialcoholes 3,7-Dioxa-2,8-disilanonane, 2,2,8,8-tetramethyl- (CAS) 1-3-PROPANEDIOL-DI-TMS
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Familia Quimica Metabolitos detectados en exudados radiculares de M. pudica en ausenciay
en presencia de UYPR2.512 (Similitud >90 y IR<0,1)

Polialcoholes Bis-O-(trimethylsilyl)-1,4-butandiol-1-D1"

Polialcoholes Xylitol

Polialcoholes L(-)arabitol

Polialcoholes Galactitol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O-(trimethylsilyl)- (CAS) GALACTITOL-HEXATMS

Polialcoholes Myo-inositol

Polialcoholes Dulcitol, hexakis(trimethylsilyl) ether
Silanos Trimethyl-[2-[2-[2-(2-trimethylsilyloxyethoxy)ethoxy]ethoxy]ethoxy]silane
Siliconas Pentasiloxane, dodecamethyl- (CAS) Dodecamethylpentasiloxane

3.4.1 La fraccion metandlica presenta metabolitos inductores del pnodB19424-lacZ en
UYPR2.512

Después de 16 horas de incubacion de los cultivos en presencia de la fraccidn metandlica
de los exudados radiculares de M. pudica, se observo un aumento significativo en la
actividad de la B-galactosidasa en UYPR2.512 portando pCBMO01, en comparacion con
UYPR2.512 portando pCZ388. Ademas, la induccion de la expresion fue aun mayor en
comparacion con la induccion provocada por la luteolina (Fig. 52). lo cual indica que la
fraccidon metandlica de los exudados radiculares aun contiene inductores de la expresion
geénica de los genes nod en UYPR2.512.
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Figura 52. Respuesta de la regidon promotora del gen nodB a la presencia de exudados radiculares en
cultivos de UYPR2.512.

La determinacion de la actividad B-galactosidasa se realizé6 en cultivos de UYPR2.512 portando los
plasmidos pCBMO01 o pCZ388 en medio minimo M9 modificado, luego de un periodo de incubacion de 16h

a 30 °C. Como control se utilizé luteolina 15uM. La expresiéon de lacZ se evalué como actividad [3-
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galactosidasa registrada como unidades Miller. Los exudados fueron colectados luego de 10 dias de
incubacion. La barra en el eje de las x corresponde los cultivos portando cada uno de los plasmidos sin

inducir. Los datos se expresan como la media de tres réplicas biolégicas con sus errores estandar.

3.4.2 Flavonoides y otras moléculas son inductores de los genes nod en cultivos de
UYPR2.512

A partir de los resultados presentados en el punto 3.1, los cuales demostraron que los
exudados presentaban moléculas responsables de la induccidn de los genes nod y con
el fin de conocer cual es la naturaleza de esas moléculas, se estudid el efecto de
flavonoides y otros polifenoles, reportados como inductores de genes nod en otros
rizobios [116], [134], [135], [138], [146], [408]. Se estudid el efecto en la induccion de los
cultivos de UYPR2.512, luego de 18 h de induccién (Fig. 53).
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Figura 53. Respuesta de la region promotora del gen nodB en presencia de flavonoides y otros polifenoles
en cultivos de UYPR2.512.
La determinacion de la actividad B-galactosidasa se realizé en cultivos de UYPR2.512 portando los

plasmidos pCBMO01 o pCZ388. La expresion de /lacZ se evaludé como actividad B-galactosidasa registrada

como unidades Miller luego de un periodo de incubacién de 18 h a 30 °C, en presencia de los flavonoides
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La barra en el eje de las x corresponde los cultivos portando cada uno de los pladsmidos sin inducir. Los

datos se expresan como la media de duplicados biolégicos con sus errores estandar.

Se observdé un aumento de la actividad B-galactosidasa de cultivos de UYPR2.512
portando pCBMO01 en presencia de todos los compuestos evaluados. Particularmente,
las flavonas crisina (11X), miricetina (7X) y apigenina, (4X) produjeron un mayor aumento
de la expresion en cultivos de UYPR2.512 portando pCBMO01, con respecto al del resto
de los flavonoides, e incluso al compararlo con luteolina (3,8X). Con respecto a otros
polifenoles, la presencia de acido cumarico (3,8X) (precursor de flavonoides), resulto ser
un inductor mas potente que el reverastrol (3X). No se observd un efecto en el
crecimiento de UYPR2.512 para ninguno de los compuestos evaluados como inductores
(datos no mostrados).

4 Discusion

41 Respuesta de los genes nod en UYPR2.512 a exudados radiculares,
flavonoides y otros compuestos

Varios trabajos han demostrado que los exudados radiculares contienen una gran
variedad de moléculas, algunas de las cuales son una sefial clave para la interaccion
simbidtica, ya sea actuando como moléculas quimioatrayentes hacia los rizobios o
favoreciendo el proceso de simbiosis [409], [410]. En dicho contexto, demostramos que
los exudados radiculares de M. pudica son capaces de inducir la expresion de los genes
nod en UYPR2.512 indicando que contienen una o mas moléculas inductoras de los
genes nod (Fig. 52).

Como se comento previamente los flavonoides unidos a las proteinas NodD, inducen la
expresion de los genes nod tanto en alfa como en beta-rizobios. Los resultados
presentados en el capitulo Il, muestran efectivamente el efecto inductor de la luteolina
sobre los genes nod en UYPR2.512. Luego, nos surgié el interrogante de que
posiblemente existieran otros flavonoides y/o otras moléculas, que tal vez también

podrian estar involucradas en dicha interaccion. En este capitulo se evalu6 el efecto
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inductor de otros flavonoides, y de otros compuestos fendlicos presentes en los
exudados radiculares de M. pudica.

De los compuestos evaluados, las flavonas crisina y apigenina, resultaron ser inductores
muy potentes de la expresion de los genes nod (Figura 53). Estos flavonoides son
inductores en otros rizobios, como ser en los géneros Rhizobium 'y Mesorhizobium, y se
ha visto su implicancia en la simbiosis de los mismos con sus plantas hospederas [408],
[411]. A su vez, resultaron inductores, aunque en menor medida, la flavona miricetina y
la catequina, compuestos que se clasifican dentro de la familia de los flavanoles. De las
tres flavonas evaluadas, crisina y apigenina presentan mayor similitud a nivel estructural
en comparacion con la miricetina. Las diferencias en la capacidad inductora entre las
flavonas e incluso con los flavonoles, permiten suponer que existiria una cierta
especificidad o preferencia de reconocimiento, mediada por la estructura, de estos
compuestos al regulador NodD. A pesar de que se ha demostrado que la habilidad de
unién de NodD a la caja nod, y la posterior induccidn de los genes nod, esta influenciada
por los flavonoides [116], [138], se tiene muy poca informacién sobre la localizacién de
los sitios de unidn a los flavonoides y sobre los mecanismos de activacion de NodD.

En un estudio en el que realizaron modelados computacionales en base a homologia de
secuencias aminoacidicas de proteinas NodD, con otros reguladores transcripcionales
de la familia LysR, se predijo la estructura secundaria de la proteina en presencia de
luteolina [412]. Segun las predicciones, los residuos de asparagina 135y 153 del extremo
C-terminal de NodD, estarian involucrados en la unidn a la luteolina mediante la
formacion de enlaces de hidrogeno entre los grupos aceptores de hidroxilos de los
residuos de asparagina y los grupos donadores de hidroxilos de la luteolina. Estos
resultados nos permitirian suponer que la presencia de un mayor numero de grupos
donadores de hidrogeno en el flavonoide, estabilizarian la unién a NodD. Sin embargo,
en nuestro caso, observamos una menor induccién del pnodB en presencia de miricetina,
que tiene 3 grupos hidroxilos en el anillo B, con respecto a crisina que no contiene
ninguno y con apigenina que tiene un grupo hidroxilo, lo cual sugiere que la estabilidad

de la union estaria afectada por otras uniones.
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En otro estudio in-silico, realizado por Bag y col. [413], se determinaron los diferentes
valores de afinidad de union (kcal/mol) entre la proteina NodD de R. leguminosarum bv
trifolii y 19 tipos distintos de flavonoides, donde una afinidad de union mas negativa seria
indicativa de una interaccion mas fuerte. En dicho estudio, se determind que la union a
los diferentes flavonoides estaria afectada en funcién del numero de formacion de
enlaces de hidrégeno, como en el numero de interacciones hidrofébicas. A modo de
ejemplo segun este estudio, en la formaciéon de enlaces de hidrogeno entre NodD vy
flavonoides como ser la luteolina, quercetina y apigenina, estarian involucrados los
residuos de treonina 203, asparagina 7, fenilalanina 48 y en la formacién de enlaces
hidrofébicos arginina 202 (D), leucina 204, prolina 206, serina 207, triptofano 211, donde
en conjunto estabilizarian la union.

En este sentido, estudios de modelado computacional utilizando la secuencia de la
proteina NodD de UYPR2.512 podrian aportar mas informacion y confirmar nuestros

resultados.

Los niveles de respuesta de pnodB19424-lacZ en UYPR2.512 a los distintos tipos de
flavonoides reflejan cierta especificidad del sistema, sin embargo, también se observo
una respuesta significativa a otros compuestos fenolicos, sugiriendo que la proteina
NodD de UYPR2.512, presenta flexibilidad en su especificidad. Los flavonoides han sido
las primeras sefiales moleculares descriptas y las mas estudiadas en la interaccion
rizobio-leguminosa y, como se comentd previamente, los tipos de flavonoides varian
entre las asociaciones simbioticas. Se ha reportado que isoflavonoides como la
genisteina y la daidzeina estan involucrados en la simbiosis entre Bradyrhizobium y
Glycine max (soja) [138], y en el caso de R. leguminosarum bv. viciae es estimulado por
el flavonoide hesperetina secretada por las raices de Pisum sativum [414]. En dicho
contexto, se ha reportado la presencia de acidos fendlicos (cumarico, ferulico y cafeico)
en los exudados radiculares de L. japonicum, los cuales inducen la expresion de los
genes nod en cepas de Mesorhizobium [411].
Esto nos llevo a hipotetizar que ademas de los EPS, SSTlll y las lectinas, otras moléculas
como las aqui observadas podrian estar involucradas en las etapas de reconocimiento
[100], [1501], [159].
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4.2 Compuestos presentes en los exudados de M. pudica

Con el fin de describir la composicion de los exudados radiculares de M. pudica, se utilizé
un sistema de hidroponia en el que se incubaron las plantas solas o0 en presencia de su
par simbidtico, la cepa UYPR2.512 de C. necator. Los exudados fueron colectados y su
composicion fue analizada mediante técnicas analiticas (HPLC-DAD, HPLC-ESI-MS/MS
y GC-MS) ampliamente utilizadas en la actualidad [397], [398], [399], [400]. Gran parte
de nuestros esfuerzos estuvieron enfocados en la busqueda de flavonoides, los cuales
se encuentran en concentraciones de nanomolar en distintos exudados [118]. Aunque
no se obtuvieron indicios claros de su presencia, si se observo la presencia de
compuestos con un maximo de absorcion, que coincidirian con precursores de
flavonoides (Fig. 42) [405], [406].

El empleo de HPLC-ESI-MS/MS permitio la identificacion cualitativa de una serie de picos
que corresponderian a compuestos presentes unicamente en presencia de UYPR2.15
(Fig. 47 y 48), lo cual sugiri6 que podria tratarse de compuestos especificos producidos
durante la interaccion simbidtica. Entre estos, en una primera instancia se identifico la
miricetina 3-rutinosa, aunque estudios posteriores descartaron que se tratara de dicho
compuesto, sugiriendo que estariamos en presencia de un compuesto aun no
identificado. Sin embargo, se observo que la miricetina es inductora de la expresion de
los genes nod en UYPR2.512, por lo que no podemos descartar que esté involucrada en
la interaccion de UYPR2.512 con su hospedero M. pudica (Fig. 53). La miricetina
pertenece a la subfamilia de las flavonas, la cual presenta alta similitud estructural con la
quercetina, debido a la presencia de un tercer grupo hidroxilo en el anillo B y ha sido
detectada en plantas leguminosas de la familia de las Fabaceae [415]. Se ha reportado
que la quercetina induce la expresion de los genes nod en rizobios [416], sin embargo,
hasta la actualidad no hay trabajos que evidencien el rol de la miricetina durante la
interaccion rizobio-leguminosa. El hecho de no haber detectado flavonoides en los
exudados, aun cuando las técnicas analiticas utilizadas fueron de alta sensibilidad, no
nos permite descartar el rol de estas moléculas en la interaccion. Los flavonoides
generalmente son detectados en tejidos como las raices de las plantas, en los que estan
a mayor concentracion, en comparacion a los exudados radiculares. La realizacion de
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experimentos que involucren un mayor numero de plantas, o estudiar la presencia de
dichas moléculas en las raices nos permitiria evaluar posibles flavonoides implicados en
esta interaccion.

Una tercera aproximacion empleada para identificar los metabolitos presentes en los
exudados radiculares y en la interaccion entre UYPR2.512 y M pudica, fue su analisis
mediante GC-MS. En este caso analizamos la fraccibn metandlica de los exudados
radiculares, cuya capacidad de induccion de los genes nod fue confirmada.

En los exudados de M. pudica se identificaron cualitativamente 68 metabolitos presentes,
tanto en ausencia como en presencia de UYPR2.512. Estos metabolitos pertenecen a
una gran variedad de familias quimicas que incluyeron mayoritariamente polisacaridos,
aminoacidos, polialcoholes y acidos carboxilicos/dicarboxilicos (carboxilatos), y en
menor medida acidos fendlicos y acidos grasos, entre otros (Tabla 27), similar a lo
reportado por Klonowska y col. [273].

Estas familias quimicas de compuestos han sido identificadas en exudados de plantas,
tanto a partir de semillas como de raices y se ha reportado su participacién en las
interacciones simbidticas como moléculas sehalizadoras con otros microorganismos
[135], [266], [417], [418], [419]. En el trabajo realizado por Compton y col. en el 2021, se
identificaron diversos compuestos con capacidad quimioatrayente sobre bacterias de la
rizosfera, siendo ciertos aminoacidos y algunos carboxilatos los mas abundantes [417].
Por ejemplo, la cepa 2011 de S. meliloti es atraida fuertemente por determinados
aminoacidos, y débilmente atraida frente a aminoacidos acidos como el glutamato y
aspartato. En contraste a lo observado en la cepa USDA110 de B. japonicum, donde el
aspartato y el glutamato actuan como los atrayentes potentes, lo cual refleja cierta
especificidad en la interaccién [420]. Los aminoacidos también pueden cumplir otras
funciones relacionadas al metabolismo de la planta, mediante la modificacién del pH del
entorno al liberar protones (H*) o hidroxilos (OH"), lo que la beneficiaria en la
disponibilidad de nutrientes para la planta [421].

Entre los compuestos detectados en los exudados radiculares de M. pudica, se
identificaron el acido palmitico y el acido gluconico. Los acidos organicos son moléculas
esenciales que desempefian roles cruciales en casi todos los organismos, y se los ha
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relacionado fundamentalmente con las interacciones de las plantas y su entorno.
Estudios han demostrado que el acido palmitico inhibe el crecimiento de patdégenos
vegetales en la rizosfera, favoreciendo el crecimiento de las plantas [422].

Por otro lado, al acido gluconico, se lo ha relacionado con su rol en la solubilizacién de
fosfatos y en la regulacion de la produccion de compuestos antifungicos en bacterias
rizosféricas, lo que puede contribuir al crecimiento de las plantas y a su proteccion contra
enfermedades de raiz, como se observo en la cepa CHAO de Pseudomonas fluorescens
[423].

Entre los metabolitos identificados durante la interaccion UYPR2.512 y M. pudica, se
encuentran el acido benzoico y el acido vanilinico (Tabla 27). Se ha demostrado que
compuestos aromaticos como los acidos fendlicos (acido cumarico, isoferulico, cafeico,
y benzoico, entre otros), acttan como moléculas sefal durante la simbiosis rizobio-
leguminosa [411], [424]. El acido benzoico y el acido vanilinico pueden provenir de la
degradacion de la lignina, uno de los componentes estructurales mas abundantes en las
células vegetales [425]. Resulta interesante la capacidad metabdlica de UYPR2.512 de
utilizar al acido benzoico como fuente de carbono [426] ya que contiene los genes
benABCD. También se ha demostrado la capacidad quimioatrayente de compuestos
fendlicos, que incluyen acido vanilinico, galico, ferulico y cinamico entre otros, en
interacciones simbioticas entre plantas y hongos [427]. La identificacion de estos
compuestos en los exudados en presencia de UYPR2.512 sugiere su posible
participacion en la interaccion simbidtica tal como se ha observado en otros modelos
[411].

Vale la pena resaltar el posible rol del mio-inositol durante esta interaccion, el cual es es
una fuente de carbono comunmente detectada en el suelo y se encuentra presente en
una amplia variedad de alimentos, incluida las legumbres [428]. Este polialcohol tiene
diversas funciones celulares entre las que se destacan la de ser un componente de la
membrana celular, participar en el metabolismo de carbohidratos, en la sehalizacion
celular tanto en células eucariotas como en procariotas y particularmente el inositol
fosforilado, es la principal molécula de almacenamiento de fosforo en plantas [429].
También, se ha reportado su utilizacion como fuente de carbono y energia, por rizobios
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como S. meliloti y R. leguminosarun, lo que les confiere la capacidad de competir de
manera mas eficientes frente a otras bacterias en la nodulacién de huéspedes como M.

sativa [430]. Sin embargo, su rol como inductor de los genes nod no ha sido estudiado.
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CONCLUSIONES

Capitulo |

La re-secuenciacion de UYPR2.512 permiti6 mejorar la calidad del genoma disponible.
De acuerdo al analisis de esta ultima secuenciacion esta bacteria tendria un genoma
compuesto por almenos 4 replicones, incluyendo un plasmido de 770 kb que contiene
los genes simbidticos, agrupados en una isla simbidtica.

Analisis in-silico indican que la cepa pertenece a la especie Cupriavidus necator. La
anotacion del genoma nos permitid describir en profundidad sus principales
caracteristicas genéticas y funcionales relacionadas al género Cupriavidus y a las
relacionadas a su interaccion con el hospedero, reflejando su adaptacion ambiental y su
versatilidad metabdlica.

Capitulo Il

El analisis gendmico funcional mediante RNA-Seq reveld la respuesta transcripcional de
UYPR2.512 a la luteolina, un flavonoide inductor de los genes nod en UYPR2.512. Los
genes de mantenimiento fisioldgico, ubicados en el chr1, exhibieron una reduccion en los
niveles de expresion comparado con el control. Por otro lado, los genes que exhibieron
un incremento en los niveles de expresion se encuentran dispersos en todos los
replicones, aunque especialmente ubicados en el plasmido pSym, que alberga los genes
simbidticos.

Se identificaron 145 DEG, 72 sobre-expresados y 73 sub-expresados. Entre las
principales categorias funcionales COG, se encontraron aquellas relacionadas con la
respuesta al estrés y detoxificacion, el metabolismo central, la homeostasis de metales
y los genes vinculados con la nodulacion. Esta regulacion genética podria representar
los primeros pasos en el proceso de simbiosis en respuesta a sefiales quimicas liberadas

por las plantas leguminosas.
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Capitulo III.

La metodologia empleada no logré identificar flavonoides en los exudados de M. pudica.
Sin embargo, se demostr6 que estos exudados radiculares contienen moléculas
inductoras de los genes nod en UYPR2.512, las cuales no parecen ser flavonoides. Se
observd la presencia cualitativa de picos correspondientes a compuestos unicos en
presencia de UYPR2.512, aunque no pudieron ser identificados. Se confirmd que,
ademas de la luteolina, otros flavonoides como la crisina, apigenina, acido cumarico y
miricetina, son inductores de los genes nod en UYPR2.512, lo que sugiere su funcion
como moléculas sefal en las etapas iniciales de la interaccién con sus hospederos. La
variacién en la composicion quimica de los exudados radiculares de M. pudica en
respuesta a la presencia de UYPR2.512 y la identificacion de metabolitos diferenciales
reflejaron la alta complejidad de la interaccion. Estos hallazgos sugieren una interaccion
simbiotica diversa y compleja, con la participacion de diversas moléculas inductoras en

la comunicacion entre la cepa UYPR2.512 y M. pudica.
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ANEXOS

1 Medios de cultivos

1.1 Medio de cultivo liquido minimo M9

Componente Cantidad por litro
Sales M9 5x * 200 mL
MgSO4 1M 2mL
Solucion 20 % (p/v) de la fuente de carbono 20 mL
CaCl21M 0,1 mL
H20 c.s.p 1 litro
Sales 5x *
Na2HPO4.7H20 64 g
KH2PO4 15¢g
NaCl 25¢g
NH4CI 504g

H20 c.s.p 1 litro

*Las sales y el resto de los componentes se esterilizan por separado y luego se prepara
el medio. Como fuente de carbono se utilizé citrato de sodio tribasico dihidratado 14mM
(SIGMA #087K0055).

Nota: El medio minimo M9 modificado corresponde a la misma preparacion pero en lugar
de utilizarse agua destilada, se utiliza el agua recolectada conteniendo los exudados
radiculares de M. pudica, previamente esterilizada por filtracion con filtro de 0,45 um o la

fraccion metandlica en las cual los exudados fueron extraidos.
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1.2 Medio de cultivo liquido Luria — Bertani (LB)

Componente Cantidad por litro
Triptona 109
Extracto de levadura 59
NaCl 10g

H20 c.s.p 1 litro

1.3 Medio de cultivo liquido Howeison 10X

Componente Cantidad por litro
K2SO4 0,174 g
KH2PO4 0,27 g
CaS0Oq4 1,36 g
MgSOs. 7H20 0,499
Sol. de micronutrientes* 1mL
FeSOq4 0,055 ¢

H20 c.s.p 1 litro

*Solucion de micronutrientes 100X

Componente Cantidad por litro
H3BO3 1,85¢g
Na:Mo0O4.2H20 0,066 g
ZnS047H20 2,879
MnSO4H20 0,17 g
CaS04.5H20 0,5¢g
CaCl 0,240 g

H20 c.s.p 1 litro
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2 Tablas suplementarias

2.1 Capitulo I.

Tabla S1. Cepas de 71 genomas representantes de la familia Burkholderiaceae utilizadas

para el analisis flogendmico.

Cepa Catalogo de genomas
ensamblados (GCA)

Chitinimonas taiwanensis DSM 18899
Chitinimonas koreensis DSM 17726
Limnobacter sp. CACIAM 66H1
Lautropia mirabilis ATCC51599
Lautropia sp. SCN 66-9

Pandoraea thiooxydans

Pandoraea norimbergensis
Pandoraea apista

Pandoraea oxalatirovans

Robbsia andropogonis Ba3549
Glometribacter sp. 1016415
Burkholderia vietnamiensis
Burkholderia ambifaria AMMD
Burkholderia stabilis

Burkholderia lata

Paraburkholderia acidipaludis NBRC 101816
Cabelleroniazhejiangensis
Cabelleronia calidae

Cabelleronia megalochromosomata
Cabelleronia jiangsuensis
Polynulcoebacter sp.MWH-K35W1
Ralstonia solanacearum

Ralstonia mannitollytica

Ralstonia pickettii 12D

Ralstonia insidiosa

Cupriavidus gilardii CR3
Cupriavidus sp. HPC

Cupriavidus gilradii

Cupriavidus sp.WS

Cupriavidus basilensis KFG708
Cupriavidus basilensis B-8
Cupriavidus sp. SK-3

Cupriavidus basilensis 4G11
Cupriavidus basilensis OR16
Cupriavidus sp. YR651

GCA_900119825.1
GCA_000428465.1
GCA_001601825.1
GCA_000186425.1
GCA_001725315.1
GCA_001931675.1
GCA_001465545.3
GCA_001027265.1
GCA_000972785.1
GCA_000566705.1
GCA_000424705.1
GCA_001718775.1
GCA_000203915.1
GCA_001742165.1
GCA_000012945.1
GCA_000684975.1
GCA_000773055.1
GCA_900044055.2
GCA_001580565.1
GCA_000648925.1
GCA_002206635.1
GCA_000749995.1
GCA_000953875.1
GCA_000023425.1
GCA_001663855.1
GCA_001281465.1
GCA_000307735.1
GCA_001658125.1
GCA_000395345.1
GCA_000876015.1
GCA_000282815.1
GCA_000611145.2
GCA_000832305.1
GCA_000243095.2
GCA 900101625.1
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Cepa

Catalogo de genomas
ensamblados (GCA)

Cupriavidus sp. OV096
Cupriavidus sp. OV038
Cupriavidus sp. D384
Cupriavidus pauculus
Cupriavidus sp. BIS7
Cupriavidus sp. SHE
Cupriavidus metallidurans NE12
Cupriavidus sp. HMR-1
Cupriavidus metallidurans CH34

Cupriavidus metallidurans NBRC101272

Cupriavidus metallidurans NA4

Cupriavidus metallidurans NDB3NO24

Cupriavidus metallidurans NA1
Cupriavidus metallidurans H1130
Cupriavidus sp. USMAA2-4
Cupriavidus sp. USMAA1020
Cupriavidus sp. USMAAHM13
Cupriavidus pinatubonensis JMP134
Cupriavidus sp. UYMMa02A
Cupriavidus sp. IDO

Cupriavidus necator A3-1
Cupriavidus taiwnanesis LMG19424
Cupriavidus taiwnanesis STM 6018
Cupriavidus taiwnanesis STM 6070
Cupriavidus alkaliphilus

Cupriavidus nantongensis
Cupriavidus oxalaticus NBRC 13593
Cupriavidus sp. amp6

Cupriavidus sp. NH9

Cupriavidus sp. UYPR2.512
Cupriavidus necator N-1
Cupriavidus sp. SK-4

Cupriavidus necator PHE3-6
Cupriavidus necator NBRC 102504
Cupriavidus sp. GA3-3

Cupriavidus necator H16

GCA_900115455.1
GCA_900112215.1
GCA_001652915.1
GCA_000974605.1
GCA_000292345.1
GCA_000812445.1
GCA_000709065.1
GCA_000319775.1
GCA_000196015.1
GCA_001598775.1
GCA_000709045.1
GCA_001543455.1
GCA_000709025.1
GCA_000496715.1
GCA_001854305.1
GCA_001854325.1
GCA_001854285.1
GCA_000203875.1
GCA_001725945.1
GCA_000812465.1
GCA_000744095.1
GCA_000069785.1
GCA_000472465.1
GCA_000372525.1
GCA_900094595.1
GCA_001598055.1
GCA_001592245.1
GCA_000426345.1
GCA_002011925.1
GCA_000379565.1
GCA_000219215.1
GCA_000611125.1
GCA_001853325.1
GCA_001598755.1
GCA_000389805.1
GCA_000209285.1
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2.2 Capitulo Il

Tabla S2. Informacion resumida cuantitativa y cualitativa de los genes sub-expresados en UYPR2.512 en presencia de luteolina.

Se indican la ID de gen, nimero de lecturas promedio en la condicidn control (C), nimero de lecturas promedio en presencia de luteolina (L), log

FC, valor p, FRD, descripcion del gen, nombre del gen y categoria COG asignada.

IDgen Promedio_C Promedio_ L logFC Valorp FDR Descripcion del gen Nombre del Categoria
(CPM) (CPM) gen COG
18 885.41 221.49 -1.9990 6.20E-04 4.40E-02 ATP synthase delta chain atpH C
19 1012.12 254.35 -1.9925  4.89E-04 3.77E-02 ATP synthase FO sector NA C
subunit b
41 1512.09 532.12 -1.5067 2.62E-04 2.59E-02 ABC-type branched-chain NA E
amino acid transport systems,

periplasmic component

71 1422.63 462.79 -1.6201 1.02E-04 1.46E-02 TRAP transporter solute takP C

receptor, unknown substrate 6
107 2081.99 730.79 -1.5104  3.83E-04 3.26E-02 Phosphoenolpyruvate pckG H
carboxykinase [GTP]

118 7605.87 2050.42 -1.8912  8.08E-05 1.28E-02 Tripartite tricarboxylate fctC S
transporter TctC family

119 726.28 215.78 -1.7510  3.34E-04 3.00E-02 Tripartite tricarboxylate tctB S
transporter TctB family

241 1034.41 335.50 -1.6244  8.98E-05 1.32E-02  Vibrioferrin ligase/carboxylase pVvsA F

protein PvsA
399 2842.58 843.80 -1.7522  8.65E-05 1.30E-02 BUG/TctC family periplasmic NA S
protein
577 21413 63.07 -1.7633  2.33E-04 2.42E-02 Bacterioferritin-associated bfr P
ferredoxin
597 2179.08 740.93 -1.5563  3.32E-04 3.00E-02 Cytochrome c oxidase cox2 C
polypeptide Il
619 331.55 108.10 -1.6167  4.73E-04 3.67E-02 Fumarylacetoacetase fhaA Q
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IDgen Promedio_C Promedio_ L logFC Valorp FDR Descripcion del gen Nombre del Categoria

(CPM) (CPM) gen COG
620 327.13 86.88 -1.9127  6.62E-05 1.16E-02  Maleylacetoacetate isomerase maiA G
@ Glutathione S-transferase,
zeta
825 4305.37 1069.03 -2.0098  7.55E-05 1.25E-02 Succinyl-CoA ligase [ADP- sucC F
forming] beta chain
877 3187.00 973.61 -1.7108  2.35E-04 2.42E-02 BUG/TctC family periplasmic fctC S
protein
897 867.04 323.46 -1.4225  4.22E-04 3.47E-02 Superoxide dismutase [Fe] sodB C
1031 867.71 203.04 -2.0955  1.33E-06 1.08E-03 Ferric iron ABC transporter, futA1 P
iron-binding protein
1142 193.60 82.96 -1.2224  1.79E-04 2.14E-02  3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] fabG 1Q
reductase
1260 2903.09 1002.45 -1.5341 6.02E-04 4.30E-02 Ketol-acid reductoisomerase ilvC H
(NADP(+))
1265 969.82 420.99 -1.2039 1.44E-04 1.88E-02 2-isopropylmalate synthase leuA E
1270 3160.02 1038.40 -1.6056  2.80E-04 2.72E-02 Polyribonucleotide pnp J
nucleotidyltransferase
1271 264.82 113.06 -1.2278  2.76E-04 2.70E-02 Quinone oxidoreductase nqo C
1294 283.35 94.86 -1.5787  4.64E-04 3.63E-02 Cytochrome O ubiquinol cyoAT C
oxidase subunit Il
1317 227.00 80.18 -1.5012  7.83E-05 1.28E-02 Glutathione S-transferase gstl
1346 232.39 81.84 -1.5056  1.76E-04 2.13E-02 Putative periplasmic cytc2

cytochrome type-C
oxidoreductase signal peptide
protein
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IDgen Promedio_C Promedio_ L logFC Valorp FDR Descripcion del gen Nombre del Categoria
(CPM) (CPM) gen COG

1347 203.87 58.28 -1.8064  1.26E-04 1.70E-02 Putative periplasmic cytC1 C
cytochrome type-C
oxidoreductase signal peptide
protein

1380 1519.00 443.84 -1.7750  2.21E-05 6.76E-03 Biosynthetic Aromatic amino tyrB E
acid aminotransferase alpha @
Aromatic-amino-acid
aminotransferase

1663 308.36 132.11 -1.2228  3.52E-04 3.11E-02 putative iron-regulated NA S
membrane protein
1665 88.12 25.26 -1.8023 2.13E-04 2.31E-02 hypothetical protein NA NonClass
1666 96.09 28.36 -1.7604  9.02E-05 1.32E-02 hypothetical protein NA NonClass
1679 8876.55 2196.67 -2.0147  2.48E-04 2.50E-02 Uncharacterized MFS-type NA EGP
transporter
1819 650.60 207.84 -1.6462  5.13E-04 3.89E-02 Peptidyl-prolyl cis-trans NA M
isomerase
2243 2075.96 642.71 -1.6915  8.03E-05 1.28E-02 L-asparaginase NA EJ
2529 208.26 80.37 -1.3735  3.14E-04 2.95E-02 F1G027190: Putative NA NonClass
transmembrane protein
2578 167.85 56.74 -1.5645  1.64E-04 2.03E-02 Methionine ABC transporter metQ M
substrate-binding protein
2663 231.05 83.84 -1.4623  7.37E-05 1.24E-02 Sulfate transport system cysT P
permease protein CysT
2671 233.81 82.87 -1.4962  6.83E-04 4.68E-02 FMN reductase (NADPH) SSUE S
2673 342.08 121.26 -1.4961  2.27E-04 2.39E-02  Sulfate and thiosulfate binding cysP P

protein CysP
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IDgen Promedio_C Promedio_ L logFC Valorp FDR Descripcion del gen Nombre del Categoria
(CPM) (CPM) gen COG
2831 1699.76 553.04 -1.6199  4.56E-04 3.63E-02 Transcription termination factor rho K
Rho
2940 645.46 173.22 -1.8977  3.37E-05 8.92E-03 putative TonB-dependent tonB M
receptor
2941 1257.61 425.57 -1.5632  1.90E-04 2.21E-02 MotA/TolQ/ExbB proton exbB U
channel family protein
2942 650.13 209.15 -1.6362  5.08E-05 9.94E-03 Biopolymer transport protein exbD1 U
ExbD/TolR
2943 1442.65 260.13 -2.4714  8.38E-08 2.05E-04 Hemin uptake protein hmuS P
3008 1942.86 638.63 -1.6051  2.41E-04 2.46E-02 Ribonuclease E rne J
3046 1668.07 442.32 -1.9150  1.63E-04 2.03E-02 Aspartate-semialdehyde asd E
dehydrogenase
3054 1324.35 403.97 -1.7129  2.27E-04 2.39E-02 Branched-chain amino acid braC E
ABC transporter, amino acid-
binding protein (TC 3,A,1,4,1)
3059 4255.82 1420.76 -1.5828  7.07E-04 4.81E-02 Succinate dehydrogenase sdhA C
flavoprotein subunit
3063 4924.29 1574.52 -1.6450  3.31E-04 3.00E-02 Malate dehydrogenase mdh C
3067 266.97 81.24 -1.7163  1.37E-04 1.82E-02 hypothetical protein NA S
3189 495.29 178.96 -1.4686  5.99E-04 4.30E-02 hypothetical protein fmt2 S
3268 349.56 100.14 -1.8035  8.63E-05 1.30E-02  Alkyl hydroperoxide reductase IsfA O
subunit C-like protein
3282 2256.00 762.11 -1.5657  3.00E-04 2.88E-02 Serine glyA E

hydroxymethyltransferase
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IDgen Promedio_C Promedio_ L logFC Valorp FDR Descripcion del gen Nombre del Categoria
(CPM) (CPM) gen COG
3298 186.42 65.80 -1.5023 6.48E-04 4.47E-02 Transcription termination nusB K
protein NusB
3365 583.82 253.91 -1.2012  5.37E-04 4.01E-02  Argininosuccinate lyase ( ASL argH E
or ASAL, 4.3.2.1)
3420 930.90 315.16 -1.5625  2.79E-05 7.80E-03  Outer membrane vitamin B12 btuB H
receptor BtuB
3487 1189.78 294.70 -2.0134  3.67E-05 9.31E-03 Branched-chain amino acid livk2 E
ABC transporter, amino acid-
binding protein (TC 3,A,1,4,1)
3544 258.29 112.62 -1.1974  5.69E-04 4.19E-02 3-methyl-2-oxobutanoate panB H
hydroxymethyltransferase (EC
2.1.2.11)
3591 865.57 321.20 -1.4302  1.27E-04 1.70E-02 Adenylosuccinate lyase @ adsl/ F
SAICAR lyase
3644 216.38 66.63 -1.6992  4.50E-04 3.61E-02 Biotin carboxyl carrier protein of accAD I
acetyl-CoA carboxylase
3656 3268.80 915.50 -1.8361  2.58E-05 7.42E-03 Ferrichrome-iron receptor fecA P
3804 438.41 127.75 -1.7789  4.76E-05 9.71E-03 2,3-dehydroadipyl-CoA paaA I
hydratase
4231 904.30 223.77 -2.0148  6.36E-04 4.45E-02 ATP synthase delta chain atpF C
4232 1012.72 255.06 -1.9893  5.46E-04 4.05E-02 ATP synthase FO sector NA C
subunit b
4557 256.26 75.12 -1.7703  3.08E-04 2.93E-02 Histone-like bacterial DNA- hup L
binding protein
6192 12.11 4.87 -1.3124  7.46E-04 4 97E-02 Mobile element protein NA L
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IDgen Promedio_C Promedio_ L logFC Valorp FDR Descripcion del gen Nombre del Categoria
(CPM) (CPM) gen COG
7162 10522.16 2992.74 -1.8139  1.13E-04 1.58E-02 5- metE E
methyltetrahydropteroyltrigluta
mate--homocysteine
methyltransferase
7769 3993.29 932.28 -2.0987  6.37E-05 1.13E-02 Tripartite tricarboxylate fctA S
transporter TctA family
7770 1328.59 224.84 -2.5629  1.98E-05 6.24E-03 Tripartite tricarboxylate tctB S
transporter TctB family
8372 223.07 63.41 -1.8146  1.53E-05 5.39E-03 Ferric uptake regulation protein fur K
FUR
8787 900.08 223.51 -2.0097  1.00E-05 4.30E-03  Heavy metal RND efflux outer czcC MU
membrane protein, CzcC family
8788 650.13 203.59 -1.6750  5.75E-05 1.08E-02 Cobalt/zinc/cadmium efflux czcB M
RND transporter, membrane
fusion protein, CzcB family
9006 13.21 3.60 -1.8729  1.68E-04 2.06E-02 hypothetical protein NA S
9007 57.90 16.55 -1.8066  4.45E-04 3.60E-02 2-amino-3-carboxymuconate-6- NA S

semialdehyde decarboxylase
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Tabla S3. Informacién resumida cuantitativa y cualitativa de los genes sobre-expresados en UYPR2.512 en presencia de luteolina.
Informacién resumida cuantitativa y cualitativa de los genes sobre-expresados en UYPR2.512 en presencia de luteolina. Se indican la ID de gen,
numero de lecturas promedio en la condicion control (C), nimero de lecturas promedio en presencia de luteolina (L), log FC, valor p, FRD,

descripcion del gen, nombre del gen y categoria COG asignada.

ID Promedio Promedio logFC Valorp FDR Descripcion del gen Nombre Categoria
gen _C(CPM) _L(CPM) de gen COG
48 71.25 160.87 1.1748 1.58E-04 2.03E-02 Cu(l)-responsive transcriptional regulator cuerR K
49 179.21 736.96 2.0398 2.06E-06 1.55E-03 Lead, cadmium, zinc and mercury transporting COpA P
ATPase; Copper-translocating P-type ATPase
50 62.47 188.75 1.5949 1.21E-05 4.78E-03 Copper chaperone copZ P
101 131.31 498.50 1.9247 5.05E-05 9.94E-03 Hypothetical protein NA NonClass
130 95.88 315.86 1.7199  5.98E-07 7.32E-04 Transcriptional regulator, AcrR family acrR K
463 13.25 48.49 1.8693 3.52E-04 3.11E-02 ABC transporter, substrate-binding protein NA E
(cluster 4, leucine/isoleucine/valine/benzoate)
508 17.15 47.83 1.4792 7.40E-04 4.96E-02 Hypothetical protein NA NonClass
1238 135.58 282.69 1.0599 5.20E-04 3.91E-02 Xanthine dehydrogenase iron-sulfur subunit / xdhA C
Xanthine dehydrogenase, FAD binding subunit
2104 1.88 5.50 1.5316 2.51E-04 2.50E-02 Hypothetical protein NA NonClass
2159 3.42 8.71 1.3491 3.27E-04  3.00E-02 Hypothetical protein NA NonClass
2335 7.93 30.73 1.9520 2.00E-04 2.25E-02 L-lactate dehydrogenase Idh C
2336 2.59 6.62 1.3595 2.01E-04 2.25E-02 2-oxoglutarate/malate translocator ybhl P
2427 1.14 3.36 1.5680 4.19E-05 9.31E-03 Hypothetical protein NA NonClass
2613 1.37 3.66 1.4044 4.45E-04 3.60E-02 Hypothetical periplasmic protein cusF S
2625 9.75 33.35 1.7725  4.02E-04 3.39E-02 Beta-glucosidase bglS G
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ID Promedio Promedio logFC Valorp FDR Descripcion del gen Nombre Categoria
gen _C(CPM) _L(CPM) de gen CoG
2851 3.45 10.66 1.6208 451E-05 9.60E-03 Kef-type K+ transport systems, predicted NAD- NA P

binding component
2893 153.66 351.11 1.1920 8.35E-05 1.30E-02 Probable bifunctional abmA CH
hydroxylase/oxidoreductase
4076 42.41 116.17 1.4540 4.15E-05 9.31E-03 Putative calcium binding signal peptide protein NA DTZ
4399 6.08 18.06 1.5663 5.96E-04 4.30E-02 Mobile element protein NA L
4400 3.86 20.09 23797 3.19E-06 1.88E-03  Retron-type RNA-directed DNA polymerase NA
4461 3.88 15.86 2.0230 2.69E-06 1.76E-03 Error-prone repair homolog of DNA dnaE?2 L
polymerase Il alpha subunit
4622 48.46 143.13 1.5625  3.22E-04 3.00E-02 Hypothetical protein VP0501 S
4624 80.65 301.45 1.9023  3.89E-05 9.31E-03 Adenylylsulfate kinase nodQ F
4625 624.71 2350.95 1.9120 3.91E-05 9.31E-03 Carbamoyltransferase nodU 0]
4626 197.60 871.21 21405  3.54E-07 5.78E-04 N-methyl transferase nodS nodS Q
4627 163.98 692.47 2.0783 4.14E-06 2.25E-03 Nodulation protein A nodA S
4628 125.56 495.89 1.9816 6.86E-06  3.36E-03 Hypothetical protein nodH S
4629 38.94 163.34 2.0685 6.40E-06  3.30E-03 Efflux ABC transporter, permease protein nodJ U
4630 54.04 223.53 2.0485 3.26E-06  1.88E-03 Efflux ABC transporter, ATP-binding protein nod! \%
4631 117.59 334.27 1.5072  5.07E-04 3.88E-02 Nodulation protein C nodC M
4694 2.25 7.87 1.7926 1.15E-04  1.59E-02 Hypothetical protein NA NonClass
4865 0.50 1.78 17846  4.12E-04 3.43E-02 Mobile element protein ISPIu13C L
4874 1.43 4.67 1.7027 1.41E-05 5.30E-03 Hypothetical protein NA NonClass
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ID Promedio Promedio logFC Valorp FDR Descripcion del gen Nombre Categoria
gen _C(CPM) _L(CPMm) de gen CcoG
4904 0.41 2.84 2.7903 1.30E-06  1.08E-03 Hypothetical protein NA NonClass
5529 4.54 11.34 1.3179  4.14E-04 3.43E-02 Mobile element protein NA L
5805 1.51 511 1.7504 3.21E-05 8.73E-03 Hypothetical protein NA NonClass
5931 3.72 13.79 1.8883  8.77E-06  4.09E-03 High-affinity branched-chain amino acid livH E

transport system permease protein LivH (TC
3,A1,4,1)
5932 6.41 21.95 1.7747 2.05E-04 2.26E-02 Branched-chain amino acid transport system livM E
permease protein LivM (TC 3,A,1,4,1)
5949 1.21 3.29 1.4411 2.02E-04 2.25E-02 Hypothetical protein NA NonClass
6134 1.19 6.61 2.4551 548E-05 1.05E-02 Hypothetical protein NA NonClass
6459 0.96 2.45 1.3273 6.26E-04 4.41E-02 Hypothetical protein NA NonClass
6559 2.52 6.76 1.4185 1.60E-04 2.03E-02 Chromate transport protein ChrA chrA P
6655 7.26 31.63 21197 4.63E-04 3.63E-02 Hypothetical protein NA NonClass
6700 6.05 29.75 22987  3.34E-07 5.78E-04 Putative DNA helicase NA L
6791 5.69 20.11 1.8181 3.64E-04 3.18E-02 Hypothetical protein NA NonClass
6833 0.31 1.82 2.4788 1.06E-04  1.50E-02 Hypothetical protein NA NonClass
6836 7.75 41.27 24098 1.03E-06 1.01E-03 Hypothetical protein NA L
6837 1.24 3.48 1.4876 4.40E-05 9.58E-03 Hypothetical protein NA NonClass
6913 0.18 0.99 2.3711 5.09E-07 7.11E-04 Structural elements; cell exterior; surface NA NonClass
polysaccharides/antigens
6915 0.78 2.26 1.5161 5.86E-04 4.28E-02 Hypothetical protein NA NonClass
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ID Promedio Promedio logFC Valorp FDR Descripcion del gen Nombre Categoria
gen _C(CPM) _L(CPM) de gen COG
6954 0.89 3.94 21263  2.36E-06 1.65E-03 Structural elements; cell exterior; surface NA NonClass

polysaccharides/antigens
7043 1.61 5.82 1.8434 247E-05 7.34E-03 Hypothetical protein NA NonClass
7264 513 32.50 2.6585 9.98E-07 1.01E-03 Hypothetical protein gpi17a S
7265 1.48 8.05 2.4242 1.95E-04 2.24E-02 Hypothetical protein NA L
7292 5.80 20.08 1.7910  6.19E-05 1.12E-02 Hypothetical protein NA K
7323 1.98 6.90 1.7883 1.89E-04 2.21E-02 Hypothetical protein NA NonClass
7331 2.78 11.65 2.0582 1.64E-05 5.55E-03 Hypothetical protein NA S
7334 0.20 1.11 2.3376 1.54E-05 5.39E-03 Hypothetical protein NA NonClass
7946 91.33 249.33 1.4488 6.45E-04 4.47E-02 Hypothetical protein NA NonClass
8061 2.91 10.35 1.8220 6.97E-05 1.20E-02 Flagellar protein FlaG flagG N
8647 12.73 37.79 15705 3.69E-04 3.19E-02 Oxidoreductase, short-chain NA I
dehydrogenase/reductase family
8648 13.87 46.02 1.7311 2.23E-04 2.39E-02 2,4'-dihydroxyacetophenone dioxygenase dapDO S
8690 29.84 130.54 2.1284 1.92E-05 6.24E-03  Branched-chain amino acid transport system livM E
permease protein LivM (TC 3,A,1,4,1)
8691 20.93 262.95 3.6518  2.49E-16 1.22E-12 Putative protein-S-isoprenylcysteine NA @)
methyltransferase
8692 95.43 1788.87 42285  8.32E-25 8.14E-21 Thioredoxin reductase trxB C
8721 100.81 226.51 1.1676 7.36E-04  4.96E-02 Putative 2-pyrone-4,6-dicarboxylic acid ligL S
hydrolase
9271 4.61 14.87 1.6882 1.01E-05 4.30E-03 Chromate resistance protein ChrB chrB S
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ID Promedio Promedio logFC Valorp FDR Descripcion del gen Nombre Categoria
gen _C(CPM) _L(CPM) de gen COG
9275 7.97 20.51 1.3628  3.78E-04  3.25E-02 Hypothetical protein NA T
9522 27.01 88.95 1.7189 6.15E-05 1.12E-02  Hypothetical protein. 60% identity with copQ NA NonClass

Copper resistance protein
9525 27.94 135.00 2.2712 4.12E-05 9.31E-03 Hypothetical protein NA NonClass
9526 2.69 13.07 2.2699 4.72E-05 9.71E-03 Hypothetical protein NA NonClass
9750 4.96 16.87 1.7659  4.16E-05 9.31E-03 Flavodoxin reductases (ferredoxin-NADPH vanA C
reductases) family 1; Vanillate O-demethylase
oxidoreductase
9794 5.09 21.60 2.0821 1.22E-05 4.78E-03 Structural elements; cell exterior; surface NA NonClass

polysaccharides/antigens
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