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Resumen

Los rizobios pertenecientes a la familia Burkholderiaceae son un grupo de rizobios atn poco
estudiados, que han adquirido interés por su capacidad de asociarse simbidticamente con
leguminosas de la subfamilia Mimosoideae, utilizadas como abono verde y para la
restauracion de suelos contaminados. En nuestro pais, la mayoria de las especies de Mimosa
estudiadas se encuentran asociadas simbioticamente a f-rizobios pertenecientes al género
Cupriavidus. En este sentido, a partir de nodulos colectados de raices de Mimosa magentea,
una leguminosa nativa, se aislé la cepa UYMMa02A, la cual luego de su identificacion
resultdé ser una nueva especie de rizobio perteneciente al género Cupriavidus. Esta nueva
especie ha sido propuesta bajo el nombre C. ariasiae, la cual no ha sido ain formalmente
validada. Estudios realizados en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental del IIBCE
permitieron identificar genes y proteinas de C. ariasiae UYMMa02A expresados
diferencialmente en respuesta a flavonoides, exudados radiculares o a la presencia de la
planta hospedera M. pudica.

En el presente trabajo nos propusimos dilucidar el rol de algunos de estos genes sobre
distintos parametros fisiolégicos del simbionte bacteriano (crecimiento, movilidad,
produccion de sideréforos y resistencia a metales y a estrés oxidativo).

De once genes inicialmente seleccionados, se logrd clonar cinco bajo el control del sistema
de expresion XylS/Pm, el cual permite inducir la expresion génica en presencia de 3
metil-benzoato.

En general, la sobreexpresion de los genes seleccionados no alter6 sustancialmente los
parametros fisioldgicos ensayados. La excepcion correspondio a los genes acr3 y arsR,
ambos vinculados a la resistencia a arsénico. En particular, la cepa que sobreexpresa acr3
mostré mayor resistencia al arsénico. Esto sugiere que Acr3 confiere una ventaja adaptativa
frente a este metaloide, en concordancia con su funcién como permeasa de expulsion de
arseniato en otras bacterias. En contraste, la sobreexpresion de arsR afectd negativamente el
crecimiento y la motilidad bacteriana, lo que podria deberse a efectos pleiotrdpicos derivados
de su posible rol como regulador transcripcional. Por otra parte, la ausencia de cambios
fisiologicos claros frente a la sobreexpresion de genes asociados a la respuesta al estrés (ppiB,
uspA) o a la biosintesis de siderdforos (pvsE), sugiere que la expresion aislada de un tinico
gen no es suficiente para alterar estas funciones complejas.

En conjunto, los resultados obtenidos constituyen la primera aproximacion experimental al
estudio funcional de genes de C. ariasiae UYMMa02A posiblemente involucrados en la
simbiosis con mimosas. La informacion generada sienta las bases para estudios futuros
orientados a profundizar en los mecanismos moleculares que regulan la interaccion
Cupriavidus-Mimosa y en el papel que cumplen estos genes durante las etapas iniciales de la

simbiosis.



1. Introduccidén

1.1 Fijacion Biolodgica de Nitrogeno

El nitrogeno (N) es uno de los elementos indispensables para el desarrollo de los seres vivos
ya que es necesario para la elaboracion de distintas biomoléculas como las proteinas y los
acidos nucleicos. Aunque el N es uno de los elementos mas abundantes de la naturaleza,
constituyendo el 78% de la atmdsfera, en muchos ambientes su biodisponibilidad es
limitante. Esto se debe a que la forma gaseosa (N,) no es asimilable por la mayoria de los
seres vivos. Particularmente, las plantas pueden absorber el N por la raiz en sus formas
inorganicas, nitrato (NO;") y amonio (NH,"), pero estos compuestos son escasos en los suelos
y no logran cumplir con los requerimientos agricolas (Miller & Cramer, 2005). Debido a esta
limitante, durante el siglo 20 los agricultores han ido incrementando cada vez mas el uso de
fertilizantes nitrogenados. En los ultimos afios dichos fertilizantes se han asociado a
numerosos problemas ambientales, ya que unicamente el 50% de los mismos son asimilados
por la planta mientras que el resto se pierde por lixiviacion, resultando en la eutrofizacion de
rios y mares, la contaminacién de aguas subterrdneas y la destruccion de la capa de ozono,

contribuyendo al calentamiento global (Crews & Peoples, 2004; Santi et al., 2013).

La principal entrada al “pool” de N en los ecosistemas naturales ocurre por un proceso
denominado fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN), el cual es realizado inicamente por
ciertos microorganismos procariotas, conocidos como diazotrofos (de Bruijn, 2015). En este
proceso se lleva a cabo la reduccion de N, en NH,", forma asimilable por los seres vivos. La
reduccion del N, es catalizada por la enzima nitrogenasa, siendo una reaccion muy costosa
energéticamente dado que se requieren 16 moléculas de ATP por cada molécula de N,

reducida (Peters et al., 1995).

Se calcula que cada afio se incorporan a nivel mundial mas de 300 millones de toneladas de N
al suelo. De este total, 80 millones de toneladas derivan de la sintesis industrial mediante el
proceso Haber-Bosch, que consiste en la reduccion del N, a NH," bajo condiciones de
elevada temperatura y presion, empleando un catalizador a base de hierro y mucha energia
(Ertl, 2012). El resto del N recibido por el suelo ocurre por procesos naturales. Por un lado,
alrededor de 30 millones de toneladas son incorporadas por la oxidacion del N, a acido
nitrico por descargas eléctricas durante eventos de tormenta. Por otro lado, 200 millones de

toneladas de N son aportadas a los ecosistemas a través de la FBN (Azcoén-Bieto & Talon,



2013). Esta ultima estrategia natural de obtencion de N no solo contribuye a disminuir las
pérdidas de este elemento en el suelo, sino que también reduce el uso de fertilizantes
quimicos y, en consecuencia, la demanda de recursos energéticos necesarios para su

produccion.

1.2 Diazotrofos: rizobios

En bacterias, la habilidad de fijar nitrégeno se distribuye en seis phyla: Chlorobi (bacterias
verdes del azufre), Firmicutes (ej. Clostridium), Actinobacteria (ej. Frankia), Cianobacteria
(ej. Anabaena) y en todas las subdivisiones de las proteobacterias (ej. a-proteobacteria)
(Lloret & Martinez-Romero, 2005), siendo esta ultima la division bacteriana mas abundante y
en la cual se encuentran los rizobios. Los mismos son bacterias del suelo, bacilos Gram
negativos, moviles, que presentan flagelo polar o subpolar, o dos a seis flagelos peritricos. La
mayoria presenta un metabolismo aerobio heterdtrofo y una gran versatilidad para utilizar
diversos azucares como fuente de carbono. Taxondomicamente, se encuentran distribuidos en
distintos géneros pertenecientes a las clases a-, B- y y- proteobacteria (Rajkumari et al.,
2022). Una -caracteristica distintiva de los rizobios es su capacidad para establecer
asociaciones simbiodticas mutualistas con plantas de la familia de las leguminosas. Esta
simbiosis se reconoce como una de las mas estudiadas y relevantes en términos agricolas y
ambientales. Durante esta asociacion los rizobios inducen la formacion de Oorganos
especializados en las raices y tallos de las plantas, denominados nodulos, donde se lleva a
cabo el proceso de FBN, aportindole a la planta el N necesario para su desarrollo y

recibiendo a cambio compuestos carbonados (Azcon-Bieto & Talon, 2013).

La taxonomia de los rizobios se encuentra en constante revision gracias al desarrollo de
técnicas moleculares cada vez mas precisas y el muestreo de nuevas leguminosas. Hasta el
momento, la mayoria de las especies han sido clasificadas mediante una aproximacién
polifasica que combina el andlisis del gen rrs, que codifica para la subunidad 16S del ARN
ribosomal, estudios multilocus basados en genes conservados, cada vez mas basados en
estudios de genomas completos, y la caracterizacion de propiedades fenotipicas y
bioquimicas. Los primeros rizobios en ser descritos y los mas estudiados hasta la fecha
pertenecen a la subdivision a-proteobacteria, denominados a-rizobios. Recién en el ano 2001
se describieron los primeros representantes pertenecientes al grupo de las B-proteobacterias,
llamados B-rizobios (Chen et al., 2001; Moulin et al., 2001). Mientras que los a-rizobios

comprenden mas de 50 especies distribuidas en nueve géneros, hasta el momento se han
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identificado solamente tres géneros de P-rizobios (Paraburkholderia, Cupriavidus y
Trinickia) de los que se han descrito pocas especies (Mavima et al., 2025). La mayoria de los
B-rizobios estan asociados a leguminosas pertenecientes a las mimosoideas, sin embargo se
han evidenciado asociaciones simbidticas efectivas con especies de importancia agronomica

como poroto y soja (da Silva et al., 2012; Dall’Agnol et al., 2016; Talbi et al., 2010).

1.3 Leguminosas

Las leguminosas son plantas de la familia Fabaceae, que constituyen uno de los grupos de
angiospermas mas extensos y ecologicamente relevantes. Comprende mas de 19.500 especies
agrupadas en alrededor de 770 géneros presentes como hierbas, arbustos y arboles
distribuidos en todo el mundo (Velazquez et al., 2010; Azani et al., 2017). Muchas de ellas
poseen un gran valor econémico por su uso en la alimentacion humana y animal, la
produccion de forrajes y su capacidad de mejorar la fertilidad de los suelos mediante la FBN
en simbiosis junto a los rizobios. Esta tltima caracteristica les otorga un papel fundamental
en los ecosistemas naturales y agricolas, ya que permite reducir el uso de fertilizantes
nitrogenados sintéticos y contribuye a la sostenibilidad de los sistemas productivos (Herridge

et al., 2008).

Dentro de la familia Fabaceae se encuentran 6 subfamilias: Cercidoideae, Detarioideae,
Duparquetioideae, Dialioideae, Caesalpinioideaca y Papilionoideae (Azani etal., 2017).
Dentro de la subfamilia Papilionoideae se encuentran las leguminosas mas conocidas por
producir alimentos de suma importancia para el ser humano, como poroto, lenteja, garbanzo,
mani, etc., asi como las especies forrajeras, alfalfa, trébol o lotus, que se utilizan como
alimento para el ganado. Ademas de su relevancia alimentaria, las leguminosas se utilizan
frecuentemente como abono verde para la fertilizacién natural del suelo y como especies
pioneras en la regeneracion de suelos degradados, contribuyendo a mitigar la pérdida de
biodiversidad y los efectos del cambio climatico. Por estas razones, son consideradas especies
soporte en sistemas de rotacion de cultivos, donde favorecen el crecimiento de otras plantas

de interés agricola.

La subfamilia Caesalpinioideae incluye a las especies del llamado “clado mimosoideo”,
correspondiente a la anteriormente denominada subfamilia Mimosoideae. Dentro de este

grupo, el género Mimosa es un grupo monofilético que incluye plantas herbaceas, arbustos y



arboles. Actualmente consta de mas de 500 especies en todo el mundo, siendo capaz de
crecer en una amplia variedad de hébitats, incluyendo selvas tropicales, sabanas, bosques
secos tropicales y subtropicales, desiertos, praderas y humedales. Los principales centros de
diversidad y endemismo de Mimosa se localizan en el centro de Brasil, América del Sur
subtropical (que incluye Paraguay, Argentina, Uruguay y el sur de Brasil) y México, con
nlcleos secundarios en los Andes, el Caribe y Madagascar (Simon et al., 2011). Este género
es capaz de asociarse simbidticamente tanto con rizobios pertenecientes a las
a-proteobacterias como a las B-proteobacterias, demostrando una gran plasticidad (Franche
etal.,, 2009). Una caracteristica destacable de las mimosas es su capacidad para crecer en
suelos acidos, pobres en nutrientes o contaminados con metales pesados, lo que les confiere
un valor ecologico importante en la restauracion y recuperacion de suelos degradados (Jach
et al., 2022; Nascimento et al., 2022). En Sudamérica, y particularmente en Uruguay y Brasil,
se ha observado que la mayoria de especies de Mimosa se asocian preferentemente con
B-rizobios pertenecientes a los géneros Cupriavidus y Burkholderia (actualmente
denominado Paraburkholderia (Sawana et al., 2014)), en contraste con las asociaciones
tipicas de las leguminosas con a-rizobios (dos Reis Jr et al., 2010; Platero et al., 2016; Hassen

et al., 2020).

1.4 Interaccion rizobio-leguminosa

Los rizobios presentan dos formas de vida, diferenciadas por su morfologia y su
metabolismo. Por un lado, en vida libre se comportan como bacterias saprofitas: bacilos
moviles, no fijadores de N, y con la capacidad de utilizar una amplia gama de compuestos
organicos como fuente de energia. Por otro lado, en simbiosis se localizan en nddulos
diferenciandose a bacteroides: pierden la motilidad, presentan morfologias irregulares, se
especializan en la fijacion de N, y restringen su metabolismo al consumo de &cidos
dicarboxilicos como fuente de carbono (Kereszt et al., 2011). Cabe destacar que la simbiosis
rizobio-leguminosa no es de caracter obligatorio, no obstante, bajo condiciones limitantes de
N se convierte en un proceso ventajoso para ambos organismos. Para que se lleve a cabo, se
establece un elaborado didlogo molecular que desencadena la activacion de genes especificos
en la planta y en la bacteria (Taiz & Zeiger, 2003). Este proceso se inicia cuando la
leguminosa libera exudados radiculares compuestos por aminoacidos, proteinas, azucares,
carbohidratos complejos, flavonoides, alcoholes, vitaminas y acidos orgdnicos (Badri et al.,

2009). Dichos exudados no solo enriquecen la rizosfera, generando un ambiente favorable



para el crecimiento microbiano, sino que también funcionan como sefales quimicas clave
para el reconocimiento y quimiotaxis del rizobio. En este contexto, los rizobios deben
competir con otros microorganismos para lograr colonizar la rizésfera y adherirse a la raiz de
la planta hospedera. Este proceso depende de diversos factores, tanto bacterianos
(polisacaridos y proteinas de superficie, microfibrillas de celulosa, fimbrias) como vegetales
(composicion de exudados, estructura de la superficie radicular), asi como de condiciones

ambientales (pH, temperatura, humedad y presencia de microorganismos competidores).

Dentro de los compuestos exudados por las raices de las leguminosas, algunos flavonoides
son capaces de inducir en el simbionte la expresion de los genes responsables de la
nodulacion, denominados genes nod, mediante la activacion de la proteina reguladora NodD
(Hirsch et al., 2001). La proteina NodD pertenece a la familia de factores de transcripcion
LysR, cuyo extremo amino terminal es el que reconoce y se une especificamente a los
flavonoides, mientras que su extremo carboxilo terminal es el dominio de uniéon al ADN. Una
vez activa, NodD se une a una secuencia altamente conservada, llamada caja nod, presente en
la regidén promotora de los operones nod, induciendo su expresion y resultando en la sintesis

de los factores de nodulacién o factores Nod (Schlaman et al., 1992; Gibson et al., 2008).

Los genes nod codifican para aproximadamente 25 proteinas requeridas para la sintesis y
exportacion de los factores Nod (Gage, 2004). Dichos factores son moléculas del tipo
lipo-quito-oligosacaridos (LCOs), que consisten en un tetra a pentasacarido de
N-acetil-D-glucosamina sustituido en el C-2 de su extremo no reductor por una cadena de
acido graso insaturado (Figura 1) (D’Haeze & Holsters, 2002). Los genes nodABC,
responsables de la sintesis y el ensamblaje de las unidades de N-acetil-D-glucosamina y de la
unidn de la cadena de acido graso, son comunes a todos los rizobios. En cambio, los genes
que codifican las enzimas encargadas de agregar los distintos sustituyentes a los factores Nod
(nod, nol y noe) varian entre las diferentes especies de rizobios. Estas modificaciones, como
la adicién de grupos acetato, sulfato o carbamoilo, o la incorporacion de distintos azicares,
son los responsables de la especificidad de la simbiosis. La combinacion de estas
modificaciones da origen a un factor Nod con una estructura que es reconocida unicamente

por la planta hospedera (Hirsch et al., 2001).
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Figura 1. Estructura general de los factores Nod. Los grupos variables R, a R}, se indican en rojo. R, siempre

indica una cadena de acido graso y n indica el numero de repetidos. Modificado de D'Haeze & Holsters, 2002.

Durante mucho tiempo se considerd que el didlogo molecular mediado por los factores Nod
era universal a todas las interacciones rizobio-leguminosa. Sin embargo, con el tiempo se ha
demostrado que existen mecanismos alternativos de simbiosis que no dependen
exclusivamente de estos factores. Si bien la estrategia dependiente de los factores Nod ha
sido la mas exitosa, ya que es utilizada por la mayoria de los rizobios estudiados hasta el
momento, se han identificado otras vias. Estas estrategias no se basan unicamente en los
genes nod, sino que pueden involucrar otras moléculas o incluso prescindir completamente de
dichos genes. Por ejemplo, en algunos casos interviene el sistema de secrecion de tipo III
(T3SS), generalmente regulado por el gen nodD, lo que sugiere que este sistema fue
empleado por los rizobios con fines simbidticos durante la evolucion (Okazaki et al., 2016;
Masson-Boivin & Sachs, 2018). Un caso interesante es el de ciertas cepas fotosintéticas de
Bradyrhizobium, las cuales carecen de los genes canonicos nodABC y aun asi son capaces de
inducir la formacion de nédulos en especies del género Aeschynomene (Giraud et al., 2007,
Fabre etal., 2015) y en Arachis hypogaea (Guha et al., 2022). Este hallazgo reveld por
primera vez la existencia de una interaccién simbidtica alternativa independiente de los

factores Nod.



1.5 Cupriavidus como modelo de investigacion

El género Cupriavidus surge en 1987, cuando Makkar & Casida describieron a la especie
Cupriavidus necator como una bacteria del suelo Gram negativa, predadora no-obligatoria de
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Los autores determinaron también que esta
especie es altamente resistente al cobre, incluso detectaron que su crecimiento inicial se ve
estimulado por la presencia de este metal, derivando en su nombre (Cupria=cobre,
vidus=amantes) (Makkar & Casida, 1987). La resistencia a metales y la degradacion de
compuestos aromaticos son dos caracteristicas ampliamente distribuidas en las distintas cepas
del género. En el afio 2001 se registr6 en Taiwdn una especie capaz de nodular las raices de
M. pudica y M. pigra. Inicialmente fue nombrada como Ralstonia taiwanensis (Chen et al.,
2001) pero fue luego realojada en el género Cupriavidus (Vandamme & Coenye, 2004) y
denominada C. taiwanensis. En el ano 2012, da Silva y colaboradores describieron a C.
necator como una especie nodulante tras recuperar varios aislamientos desde nodulos de
Phaseolus vulgaris y demostrar su capacidad de reinfectar y fijar N en asociacion con otras

especies de leguminosas (da Silva et al., 2012).

En Uruguay, se ha reportado la existencia de a y B-rizobios asociados a ndédulos presentes en
las raices de diversas leguminosas nativas pertenecientes al clado Mimosoideae
(Pereira-Gomez et al., 2020; Platero et al., 2016; Taulé et al., 2012), revelando un predominio
del género Cupriavidus, lo que sugiere que la region podria ser un centro de diversidad de
B-rizobios. La cepa en la que se centra este trabajo, Cupriavidus sp. UYMMa02A, fue aislada
a partir de nédulos de una poblacion natural de la leguminosa nativa M. magentea presente en
el Departamento de Lavalleja (Platero et al., 2016). Analisis filogenéticos de distintos genes
“housekeeping” (gyrB, recA y el gen codificante para el ARNr 16S) determinaron que
UYMMa02A no pertenecia a ninguna de las especies de Cupriavidus descritas hasta el
momento (Platero etal., 2016), también se ha evidenciado mediante la comparacion de
genomas completos, al disponerse del genoma de UYMMa02A secuenciado (Iriarte et al.,
2016). Es asi que se ha propuesto nombrarla Cupriavidus ariasiae (manuscrito en
preparacion), aunque aun no ha sido formalmente validado, en el resto del trabajo se utilizara
este nombre para referirse a la especie de esta cepa. Asimismo, se demostrd que esta cepa es
capaz de formar nodulos en las raices de distintas Mimosas como M. ramulosa, M.
uragiiensis, M. pudica y M. polycarpa (Rios, 2014; Sandes, 2015). Un aspecto
particularmente interesante de UYMMa02A es que presenta una estrategia de nodulacion que

no depende de la induccion clésica de los genes nod. Estudios transcriptomicos y protedmicos
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revelaron que la cepa puede desencadenar la formacion de nodulos sin requerir la induccion
de los genes nod por flavonoides o exudados radiculares de Mimosa spp., lo que sugiere la
existencia de un mecanismo alternativo de reconocimiento y sefializacion simbiotica
(Rodriguez-Esperon et al., 2023). Este tipo de interaccion independiente de los factores Nod
refuerza la idea de que los B-rizobios han desarrollado rutas moleculares alternativas para el
establecimiento de la simbiosis, posiblemente empleando otros sistemas de sefnalizacion para
cumplir funciones equivalentes a las de dichos factores en a-rizobios. Esta caracteristica
posiciona a UYMMa02A como un modelo interesante para investigar mecanismos

simbiodticos no convencionales.

1.6 Vectores de amplio rango de hospedero para el estudio de bacterias no

modelo

El estudio de bacterias ambientales y en particular B-rizobios presenta dificultades
metodoldgicas, ya que la mayoria de las herramientas moleculares disponibles fueron
desarrolladas para microorganismos modelo, tales como Escherichia coli o Bacillus subtilis.
Sin embargo, en los ultimos afios se ha avanzado en el disefio de distintas alternativas para el
estudio de bacterias no modelo. En este contexto, los plasmidos de amplio rango de
hospedero (BHR, broad-host-range plasmids) constituyen una herramienta fundamental, ya
que pueden mantenerse en diferentes géneros bacterianos, permitiendo la manipulacion
genética de organismos aun poco caracterizados. Esta capacidad se debe a la presencia de
sistemas de replicacion con baja dependencia de factores especificos del hospedador, lo que
les confiere la posibilidad de perpetuarse en diversos taxones (del Solar et al., 1996; Jain &
Srivastava, 2013). Si bien existen numerosos replicones naturales con estas propiedades, solo
algunos han sido adaptados y ampliamente utilizados en enfoques biotecnologicos para la
construccion de vectores, destacando los pertenecientes a los grupos IncQ, IncW, IncP y
pBBR1. Todos ellos son capaces de replicarse y mantenerse en E. coli, organismo que se
emplea como hospedador intermediario en las etapas de clonacién y manipulacion del ADN,

previo a la transferencia de las construcciones a las bacterias de interés (Lale et al., 2011).

El desarrollo de vectores modulares basados en estos replicones ha permitido estandarizar la
manipulacion genética en diferentes microorganismos. Dentro de estos vectores se destaca la
coleccion SEVA (Standard European Vector Architecture) (Silva-Rocha et al., 2013). Esta

coleccion organiza los plasmidos en mddulos intercambiables que cumplen funciones bien

11



definidas: (i) un origen de replicacion, que determina el rango de hospedador y el numero
caracteristico de copias por cromosoma; (ii) un marcador de resistencia antibidtica, que
permite la seleccion de los clones transformantes y el mantenimiento del plasmido; y (iii) un
cargo, que le confiere la funcion deseada al vector. Ademas, todos los vectores SEVA
incluyen un origen de transferencia (oriT), que permite su movilizacién hacia otras bacterias
mediante conjugacion (Figura 2). Gracias a esta arquitectura modular, los vectores SEVA
pueden adaptarse a distintos contextos experimentales, ofreciendo la posibilidad de disefar
construcciones a medida segun la funcion que se desee evaluar, y permitiendo ademas su uso
en un amplio rango de hospedadores bacterianos. La versatilidad de estos vectores no solo
radica en su estabilidad y compatibilidad entre hospederos, sino también en la posibilidad de
incorporar distintos cargos, como sistemas de expresion regulables que permitan controlar el

nivel de transcripcion de los genes clonados.

Pacl Cargo Spel

Fon) oriT PshA/

Figura 2. Estructura de un vector de la coleccion Standard European Vector Architecture. Estos vectores
estan formados por tres modulos variables: un cargo (azul), el replicon basico: origen de replicacion (oriV) y
proteina iniciadora de la replicacién (Rep) (verde), y un gen que codifica para un marcador de resistencia
antibiotica (violeta). Las enzimas utilizadas para cambiar los segmentos de ADN funcionales se muestran en el
mismo cdodigo de colores. Estos modulos estan separados por tres regiones que son comunes a todos los
vectores: los terminadores de transcripcion TO y T1, y el oriT, origen de transferencia conjugativa. Los
cebadores del sistema SEVA (PS1-PS6) se encuentran dentro del esqueleto invariable y se utilizan para

secuenciar y verificar los modulos variables. Tomado de Silva-Rocha et al., (2013).
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2. Antecedentes

Los rizobios pertenecientes al género Cupriavidus han sido objeto de varios estudios por
parte del Laboratorio de Microbiologia Ambiental del Instituto de Investigaciones Bioldgicas
Clemente Estable. En estos trabajos se utilizaron aproximaciones 6micas para caracterizar la
respuesta del simbionte frente a exudados de la planta hospedera M. pudica y a posibles
inductores de los genes nod, con el fin de dilucidar los didlogos moleculares que ocurren
durante las primeras etapas de la asociacion simbiotica e identificar las vias metabolicas
relevantes para el establecimiento de la simbiosis entre rizobios de este género y sus
leguminosas hospederas. En primera instancia, se estudid la respuesta de la cepa C. necator
UYPR2.512 frente al flavonoide luteolina, molécula que previamente se habia demostrado
que es capaz de inducir la sintesis de factores Nod en C. taiwanensis (Amadou et al., 2008).
Los resultados de este estudio determinaron que, en respuesta a luteolina, C. necator
UYPR2.512 reorganiza su metabolismo para prepararse para la interaccion simbiodtica,
induciendo el operdn nod y genes implicados en la biosintesis de exopolisacaridos y flagelos,
asi como varios genes involucrados en el metabolismo del hierro, cobre y otros metales
pesados. A su vez, se vieron reprimidos genes relacionados con el metabolismo basal del
carbono y del nitrégeno (Rodriguez-Esperon, 2023; Rodriguez-Esperon etal., 2022).
Posteriormente, se abord6 el anélisis protedmico de otra cepa del género, UYMMa02A, bajo
diferentes condiciones, incluyendo variaciones en la disponibilidad de nitrogeno, presencia de
inductores de los genes nod, y en co-cultivo con la planta M. pudica. Los resultados
obtenidos mostraron que las proteinas que se sobreexpresaron fueron mayoritariamente las
pertenecientes al metabolismo de aminodacidos, la biosintesis de lipidos y las relacionadas al
estrés, sugiriendo la implicancia de estas vias en la interaccion entre los simbiontes (Sandes,
2020; Rodriguez-Esperon et al., 2023). Posteriormente, se integraron tres niveles de analisis:
transcriptomica (RNA-seq), traductomica (Ribosome profiling) y proteémica (Shotgun
proteomics), con el fin de evaluar la respuesta global de UYMMa02A a exudados radiculares
de M. pudica. Los resultados mostraron que el simbionte bacteriano activa transportadores de
aminoacidos y sistemas de secrecidon de compuestos toxicos, induciendo la resistencia a
distintos metales como el cobre y el arsénico y sobreexpresa genes relacionados a la
produccion de energia y la sintesis de exopolisacaridos, lipopolisacaridos y aminoacidos de
cadena ramificada. A su vez se vieron reprimidos aquellos procesos que en un ambiente rico

en nutrientes dejan de ser necesarios, como la quimiotaxis y la sintesis de algunos
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aminoacidos, en concordancia con la disponibilidad de nutrientes brindados por los exudados

de la planta hospedera (Garabato, 2022).

Gracias a estas aproximaciones se identificaron multiples genes cuya funcidn especifica en la
simbiosis aun no ha sido determinada. Es asi que se eligieron determinantes genéticos
involucrados en diversas funciones celulares, como resistencia a metales, motilidad, plegado
de proteinas, metabolismo y respuesta al estrés, para avanzar en su caracterizacion. Para ello,
se plante6 como estrategia la generacion de mutantes nulos para dichos genes y la evaluacion
de los efectos de las mutaciones tanto en la vida libre de la bacteria como en las distintas
etapas del establecimiento de la simbiosis. Sin embargo, se encontraron dificultades en la
generacion de las cepas mutantes de UYMMa02A, impidiendo que se avanzara en esa
direccion. En este marco, en el presente trabajo se propuso la construccion de vectores que
permitieran la sobreexpresion de los genes seleccionados en el contexto de C. ariasiae
UYMMa02A con el fin de evaluar su posible contribuciéon en el establecimiento de la
simbiosis con M. pudica. Los genes seleccionados para este abordaje se muestran en la Tabla
1. En relacion a la resistencia al arsénico, se eligieron los genes acr3 y arsR. El primero
codifica para una permeasa implicada en la expulsion de arseniato, la que ha sido asociada a
su resistencia en diversas bacterias. El gen arsR codifica para un represor sensible a arsenito,
que se une al ADN y reprime la transcripcion del operdn de resistencia al arsénico en
ausencia del metaloide (Li etal.,, 2014). Se incluyeron también genes vinculados a la
resistencia al cobre: cueO, que expresa una multicobre oxidasa implicada en la detoxificacion
del metal y cusS, codificante para una histidina quinasa del sistema de dos componentes
CusSR, también asociada a la respuesta frente a este metal (Grass & Rensing, 2001; Pontel &
Soncini, 2009). Asimismo, dentro de los genes relacionados con la motilidad, se incluy6 el
gen fliC, el cual codifica para la flagelina, proteina estructural del flagelo bacteriano
(Nedeljkovi¢ et al., 2021). Entre los genes vinculados a la respuesta general al estrés y al
metabolismo intracelular, cinco genes destacados en los estudios previos fueron también aqui
analizados: (i) ppiB y ppiD, codificantes para dos peptidil-prolil isomerasas involucradas en
el plegamiento de proteinas y la adaptacion frente a condiciones adversas (Unal & Steinert,
2014); (ii) uspA, que codifica para una proteina universal de estrés presente en gran niimero
de bacterias, asociada a la tolerancia frente a diferentes condiciones ambientales
desfavorables (Kvint et al., 2003a); (iii) mobB, cuyo producto participa en la via de sintesis
del cofactor molibdeno (Eaves et al., 1997) y (iv) ndk, que codifica una nucledsido difosfato

quinasa implicada en el mantenimiento del balance de nucledtidos y en mecanismos de
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sefalizacion intracelular (Yu et al., 2017). Finalmente, se incluy¢ el gen pvsE, cuyo producto
forma parte de la via de biosintesis del sider6foro vibrioferrina y se encuentra asociado a la

adquisicion de hierro en condiciones de baja disponibilidad (Tanabe et al., 2024).

3. Objetivos

3.1 Objetivo general

El objetivo general de este trabajo fue desarrollar herramientas genéticas para caracterizar la
funcidn de algunos genes de Cupriavidus ariasiae UYMMa02A expresados diferencialmente

durante la interaccion simbidtica rizobio-leguminosa.

3.2 Objetivos especificos

Los objetivos especificos fueron:

1. Generar una coleccidn de vectores plasmidicos que permita la expresion controlada de

genes seleccionados de C. ariasiae UYMMa02A.

2. Evaluar el efecto de la presencia del vector y de la sobreexpresion de los genes

seleccionados en la fisiologia de C. ariasiae UYMMa02A.
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Tabla 1. Listado de genes de interés seleccionados para evaluar durante este trabajo

Gen Funcion hipotética LT Evidencia
observado
) ) ) ) Transcriptomica de C. ariasiae UYMMa02A
acr3 Resistencia a arsénico Induccion '
en presencia de exudados
) ) ) ) Transcriptomica de C. ariasiae UYMMa02A
arsR Resistencia a arsénico Induccion )
en presencia de exudados
. . ) Transcriptomica de C. ariasiae UYMMa02A
cueO Resistencia a cobre Induccion .
en presencia de exudados
_ _ ) Transcriptomica de C. ariasiae UYMMa02A
cusS Resistencia a cobre Induccion )
en presencia de exudados
) ) Transcriptomica de C. necator UYPR2.512
fliC Sintesis de flagelo Induccion _ )
en presencia de luteonina
. ) ) Transcriptomica de C. ariasiae UYMMa02A
mobB | Metabolismo de molibdeno | Induccion .
en presencia de exudados
Mantenimiento de niveles ) Transcriptomica de C. ariasiae UYMMa02A
ndK _ ' Induccion .
de nucleotidos trifosfato en presencia del hospedero
) Transcriptomica de C. ariasiae UYMMa02A
ppiB Plegado de proteinas Induccion .
en presencia del hospedero
. Transcriptomica de C. ariasiae UYMMa02A
ppiD Plegado de proteinas Induccioén .
en presencia de exudados
) ) ) Transcriptomica de C. necator UYPR2.512
pvsE Sintesis de sider6foros Represion ' )
en presencia de luteonina
) ) . Transcriptomica de C. ariasiae UYMMa02A
uspA Resistencia a estrés Induccion .
en presencia del hospedero
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4. Materiales y métodos

4.1 Construccion de vectores para la sobreexpresion de genes de interés en

UYMMa02A

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Se utilizo la cepa de Escherichia coli DH5a (supE 44 AlacU69 (¢80lacZAM15) hsdR17
recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl) como contexto para propagar las construcciones genéticas
obtenidas en este trabajo. Las cepas portadoras de los pldsmidos recombinantes se incubaron
en medio Luria-Bertani (LB) a 37°C durante 24 horas. Ademas, se trabajo con la cepa C.
ariasiae UYMMa02A (Platero et al., 2016), la que se cultivo en los medios LB, minimo M9
y CAS, a 30°C durante 24 horas.

En los casos en que fue necesario se afiadié el antibidtico kanamicina (Km) a la
concentracion final 50 pg/ml. En el anexo se detalla la composicion de los medios de cultivo

mencionados.

Disenio de cebadores

La secuencia de los genes de interés se obtuvo a partir del genoma de UYMMa02A, anotado
en RAST (Aziz et al., 2008). Las parejas de cebadores para la amplificacion de cada uno de
los genes se disefiaron usando el programa Primer3Plus (Untergasser et al., 2012). Para el
posterior clonado de los fragmentos de ADN amplificados, se incluyeron en el extremo 5’ de
cada cebador, sitios de reconocimiento para distintas enzimas de restriccion. Asimismo, con
el fin de asegurar la traduccion de los transcriptos, en cada cebador “forward” se incorpor6
una secuencia Shine-Dalgarno (5'-AGGAGG-3’), posicionada ocho nucleétidos “upstream”

del codon de inicio del gen (Tabla 2).
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Tabla 2. Cebadores disefiados en este trabajo

Gen o Tm Producto
blanco Cebador Secuencia ©C) (pb)
acR3 F RBS EcoRI ggaattcaggaggccggcgcaATGACGACC
acr3 60 1065
acR3 R Xbal getctagaCCTCAGTGCGATTCGTACC
arsR_F RBS EcoRI |ggaattcaggagggaaaa ATGGAAACTGATAACGCAC
arsR 56 330
arsR_ R Xbal getetagaTCAGGACTCCGAGGTGACG
cueO_F RBS Sacl agagctcaggagggactcacgATGCGACGCG
cueO 60 1803
cueO_R Xbal aaatctagagTCACGACACCACCACTTCGCGG
cusS F RBS EcoRI ggaattcaggagggcggteta ATGCGGCGG
cusS 60 1398
cusS R BamHI aaaggatccGCAAATAGCCGTCAGGCTGC
fliC F RBS EcoRI ggaattcaggaggtcgcaaccATGGCGTCC
flic 60 1239
fliC_R_Sacl cgagctcgTTAACGCAGCAGCGAGAGCAC
mobB F RBS EcoRI ggaattcaggaggtgaggatct ATGCAAGGATTCG
mobB 60 552
mobB R BamHI aaaggatccAAAGGATCGCGGTGTCAGACG
ndk F RBS Kpnl actggtaccaggaggagtttttc ATGGCGATCG
ndk 58 426
ndk R Xbal getetagaTCAACGGGTGTAAACGTTCATGC
ppiB_F RBS EcoRI ggaattcaggagggaatgcccATGTCCAAG
ppiB 60 501
ppiB R Xbal getctagaTTACTCGACGACCACGGCCTT
ppiD F RBS EcoRI ggaattcaggaggagaacatcATGCCAG
ppiD 60 753
ppiD_R Xbal getetagaCTACTGCACCAGCGGGCTG
pvsE F RBS EcoRI ggaattcaggagggagocagc ATGGCAATG
pvsE 62 1239
pvsE R Xbal getetagaTTAGGCTGCAGCATGGGCGTTTTC
uspA_F RBS EcoRI ggaattcaggaggacgtgaccATGATCAAG
uspA 60 585
uspA R Xbal getetagaCTAACAACCGCTCATCGGGCCT

* Se resalta en negrita las secuencias blanco de las enzimas de restriccion, en azul la secuencia Shine-Dalgarno

(RBS) y en mayusculas los nucleétidos pertenecientes a la secuencia codificante del gen.
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Manipulacion del ADN

Como molde para las reacciones de PCR se emplearon alicuotas de extracciones de ADN
genomico de UYMMa02A obtenidas mediante el kit Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep
Kit de ZYMO Research. Las amplificaciones de los genes a clonar se llevaron a cabo de
acuerdo al protocolo recomendado por el fabricante de la ADN polimerasa utilizada (Thermo
Fisher Phusion High-Fidelity DNA Polymerase). Cada reaccion de 50 pl se prepar6 con 0,02
U/uL de polimerasa, 0,5 uM de cada cebador, 200 uM de cada ANTP, 3% de DMSO, entre
0,1 y 1 pg de ADN molde y 1X de Phusion™ HF Buffer. Se us6 H,O mQ para completar el
volumen final. Se utilizaron distintos programas de PCR dependiendo de la dupla de
cebadores (Tabla 2), el tamafo del gen blanco y el ciclado recomendado por el fabricante de
la polimerasa: un ciclo de desnaturalizacion inicial de 30 segundos a 98°C, seguido de 25
ciclos de desnaturalizacion de 10 segundos a 98°C, hibridacion de cebadores de 30 segundos
a la temperatura adecuada para cada pareja, una extension a 72°C entre 30 segundos y 2
minutos, y por ultimo un ciclo de extension final de 10 minutos a 72°C. La purificacion de
los amplicones se realiz6 mediante extraccion de banda de gel con el kit Purelink de Thermo

Fisher Scientific.

Para realizar las digestiones en los extremos de los fragmentos amplificados y en el vector, se
utilizaron las enzimas de restriccion BamHI, EcoRI, Kpnl, Sacl y Xbal, y para las ligaciones
se uso la enzima T4 ligasa, todas de New England Biolabs. En todos los casos se realizo el

procedimiento estandar establecido por el fabricante.

Para corroborar la presencia de las construcciones recombinantes se realizé una amplificacion
utilizando el primer forward del gen a verificar y el cebador PS2, complementario a la
secuencia del vector pSEVA (Silva-Rocha et al., 2013). Como molde se us6 5 pl de una
suspension obtenida a partir de una ansada de células resuspendidas en 100 pl de H,O mQ.
La amplificacion se realizoé con la enzima Taq de BIORON, siguiendo las recomendaciones
del fabricante. La extraccion de los plasmidos se realizdé empleando el kit comercial PureLink
Quick Plasmid Miniprep Kit de Thermo Fisher Scientific. Tanto la cuantificacion de los
amplicones purificados como del ADN plasmidico extraido se realiz6 en un NanoDrop 1000

de Thermo Fisher Scientific.
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La visualizacion de los amplicones, del ADN plasmidico y de los productos de digestion fue
llevada a cabo mediante la electroforesis en gel de agarosa 1%, en buffer TAE 1X, a un
voltaje de 100 voltios. Se utilizaron 5 pl de intercalante (GoodView Nucleic Acid Stain, SBS
Genetech) por cada 100 ml de agarosa y 2 pl del marcador de peso molecular (GeneRuler 1kb

DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific).

Vector y plasmidos recombinantes construidos en este trabajo

A partir del vector pSEVA238 (Silva-Rocha etal.,, 2013) se construyeron plasmidos
derivados portadores de los distintos genes de interés. Asimismo, se emple6 pFO1, plasmido
derivado de pSEVA238 portador del gen codificante para la proteina verde fluorescente

construido previamente en el Laboratorio (Ocampo, 2017) (Tabla 3).

Se seleccion6 el vector pSEVA238 para generar las construcciones recombinantes, ya que
posee el sistema de expresion XylS/Pm, inducible bajo presencia de 3-metilbenzoato.
Brevemente, XylS en presencia de 3 metil-benzoato (3MB) es capaz de actuar como proteina
activadora de la expresion uniéndose al promotor meta (Pm). Ademas, este vector cuenta con
origenes de transferencia conjugativa (oriT) y de replicacion de amplio rango de hospedero
(pBBR1), multiples sitios de restriccion para el clonado de genes bajo el influjo
transcripcional de Pm y un marcador de resistencia a kanamicina (Km®) para la seleccion de

las células transformadas (Figura 3).

pSEVA 238
5081 bp

Figura 3. Mapa esquematico del vector pSEVA238. Pm: promotor inducible por 3MB; TO y T1: terminadores
de la transcripcion; PS2: primer reverso complementario a una secuencia cercana al sitio de clonado multiple;
oriT: origen de transferencia conjugativa; pBBR1 oriV: replicon basico derivado de pBBR1. En negrita se

destacan las enzimas utilizadas del sitio de policlonado.
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Tabla 3. Principales caracteristicas del vector y de los plasmidos recombinantes construidos

Plasmido Caracteristicas

Presenta el sistema de expresion XylS-Pm, inducible bajo presencia de
3MB, el gen codificante para la resistencia a kanamicina y el origen de

pSEVA238 replicacion pBBR1, que permite el establecimiento del plasmidos en
Cupriavidus spp.
FOI Derivado de pSEVA 238 que porta el gen que codifica para la proteina
p verde fluorescente (GFP) bajo la regulacion del Pm (Ocampo, 2017).
pVAacr3 Derivado de pSEVA238 que porta el gen que codifica para Acr3
pVAarsR Derivado de pSEVA238 que porta el gen que codifica para ArsR
pVAppiB Derivado de pSEVA238 que porta el gen que codifica para PpiB

pVApvsE Derivado de pSEVA238 que porta el gen que codifica para PvsE

pVAuspA Derivado de pSEVA238 que porta el gen que codifica para UspA

Obtencion de células competentes

Quimiocompetentes. A partir de un cultivo de toda la noche (overnight -ON-) de la cepa E.
coli DH5a, se realizé una dilucion 1/100 a un matraz con medio LB liquido y se incubo a
30°C con agitacion hasta alcanzar una DOg,, = 0.3. El cultivo se fracciond en tubos estériles
de 50 ml y se recuperaron las células mediante centrifugacion a 3.000 g durante 5 minutos a
4°C. Se descartd el sobrenadante y se resuspendio el pellet correspondiente a 50 ml de cultivo
en 20 ml de una solucién de CaCl, 0,1M frio y se mantuvo en hielo durante 20 minutos.
Nuevamente se recuperaron las células centrifugando a 3.000 g durante 5 minutos a 4°C. El
sobrenadante se descarto y el pellet se resuspendi6 en 0,5 ml de CaCl, 0,1 M frio. Las células

se almacenaron a -80°C en glicerol al 20%.

Electrocompetentes. Se partié de un indculo de la cepa UYMMa02A en 5 ml de medio LB
liquido y se incubo ON a 30°C con agitacion. Se tomaron 1,5 ml del cultivo obtenido para
centrifugar a 8.000 g durante 2 minutos, se descartd el sobrenadante y las células se lavaron
tres veces con 1 ml de H,O destilada estéril para finalmente resuspenderlas en 100 pl de H,O

destilada estéril.
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Mecanismos de adquisicion de ADN foraneo

Transformacion por choque térmico. Para cada transformacion se utilizaron alicuotas de
células quimiocompetentes (100 pl si eran frescas o 200 pl si se encontraban almacenadas
con glicerol a -80°C) adicionadas de 10 pl de cada ligacion. Las mezclas se mantuvieron en
hielo durante 10 minutos, luego se incubaron en un bafio a 42°C durante 90 segundos e
inmediatamente se colocaron en hielo durante 2 minutos. Seguidamente se les adiciond 1 ml
de medio LB liquido y se incubaron durante 1 hora a 37°C con agitacién. Este mismo
procedimiento se realiz6 sin la adicion de la mezcla de ligacion (control bacteria).
Finalmente, se plaquearon alicuotas de 100 pl de cada mezcla de transformacion y de su
correspondiente control bacteria en placas de LB Km y se incubaron a 37°C durante 18-24

horas.

Transformacién por electroporacion. A un volumen de 100 pl de células electrocompetentes
de UYMMa02A se le adicion6 1 pul de ADN plasmidico (50-100 ng/ul). Se utilizaron cubas
de electroporacion de 1 mm, a las que se les agregaron las células con el ADN plasmidico y
se las someti6 a un pulso de 1,70 kV en un electroporador MicroPulser de Bio-Rad.
Posteriormente, se les adiciond 1 ml de medio LB liquido y se traspasé el volumen a un tubo
de microcentrifuga de 1,5 ml. La mezcla de transformacion se incub6 a 30°C con agitacion,
entre 2 y 4 horas. Este mismo procedimiento se realiz6 sin la adicion de ADN plasmidico
(control bacteria). Luego se plaquearon 100 pl de cada mezcla de transformacion y de su
correspondiente control bacteria en placas de LB Km y se incubaron a 30°C durante 24 a 48

horas.
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4.2 Caracterizacion fenotipica de las cepas de UYMMaO02A portadoras de

los plasmidos recombinantes

Induccion de la transcripeion de los genes clonados

En los ensayos de caracterizacion fenotipica se utilizo una concentracion final de 10 uM de
3MB como inductor del sistema XylS/Pm. Esta concentracion fue previamente establecida
como Optima para lograr una eficiente expresion génica sin comprometer el crecimiento

bacteriano (Ocampo, 2017).

Curvas de crecimiento

Para evaluar el efecto de la sobreexpresion de los genes clonados, se realizaron curvas de
crecimiento durante 48 horas a 30°C, usando placas de 96 pocillos. Para esto, a partir de un
cultivo ON en 5 ml de LB Km de las cepas de UYMMa02A portadoras de las distintas
construcciones genéticas y se determiné la DOy, con espectrofotometro para poder partir de
cultivos a una DOy, de 0,1. Posteriormente, se colocaron 20 pl del cultivo de las cepas a
ensayar en una placa de 96 pocillos tipo ELISA (Deltalab, codigo 900011). Se evaluaron dos
condiciones: (i) sin induccion, pocillos conteniendo 180 ul de LB Km y (ii) con induccion,
pocillos conteniendo 180 pl de LB Km y 10 uM de 3MB. Se hicieron seis réplicas de cada
condicion. La placa se coloco en un lector de placas Tecan Sunrise, se incubd durante 48
horas a 30°C con agitacion, llevando a cabo medidas de absorbancia a DOy, con un intervalo

de 1 hora.

En base a este procedimiento estdndar, se analizaron distintas condiciones de crecimiento
variando la disponibilidad de nutrientes, la temperatura y la concentracion de arsénico. Para
analizar el efecto de la disponibilidad de nutrientes, se utiliz6 medio minimo M9 con dos
fuentes de carbono, citrato y succinato, ya que previamente se determindé que UYMMa02A
era capaz de metabolizarlas para su crecimiento (Garabato, 2018). En este caso, los cultivos
ON vy las placas de ELISA fueron preparados en este mismo medio minimo. Para evaluar el
crecimiento a distintas temperaturas (15, 20, y 35°C) el protocolo base se modifico creciendo
el cultivo ON en presencia de 3MB (10 uM). Se movio el lector de placas al interior de las
estufas para que alcanzaran las temperaturas de interés. Para ensayar la resistencia a arsénico
se utilizd6 NaAsO, (arsenito de sodio) a una concentracion final de 1, 2 o 3 uM. Las cepas
portadoras de los plasmidos fueron crecidas en LB Km ON y posteriormente incubadas en

presencia del inductor 3MB (10 uM) y del metaloide en las concentraciones indicadas.

23



Ensayos de movilidad

Para evaluar la movilidad tipo swimming, se partio de cultivos ON en LB Km de las cepas de
UYMMa02A portadoras de las distintas construcciones genéticas, que se ajustaron a una
DOgy = 1. Luego se inocularon 3 pl de la suspension bacteriana en placas de medio minimo
MO citrato con una concentracion de 0,2% de agar, con y sin la adicion de 3MB (10 uM). Las
placas se incubaron a 30°C durante 24 horas y se midi6 el area de la zona de swimming. Se
hicieron 5 réplicas de cada condicion por cada cepa y se tomd el valor promedio del

diametro.

Resistencia al estrés oxidativo

Se evalud la sensibilidad al peroxido de hidrogeno (H,O, 10 Vol) mediante un ensayo de
difusién en disco (Jiang et al., 2019). A partir de cultivos ON en LB Km de las cepas de
UYMMa02A portadoras de las distintas construcciones genéticas, se ajustd la DOy a 1y se
sembraron 100 pL de cada cultivo incorporandolos al medio LB Km para obtener un tapiz de
células. Se colocaron 3 discos esterilizados Whatman AA con 4 pL de H,O, por placa y se
incubaron a 30°C durante 24 horas. Se midieron las zonas de inhibicion del crecimiento del
tapiz. Para cada cepa se evalud la sensibilidad al peréxido con y sin induccién por 3MB (10
uM), realizando cuadruplicados para cada condicion. Se tomé el valor promedio del diametro

del halo de inhibicién, midiéndose de borde a borde.

Sintesis de sideroforos

Para detectar la produccion de sideroforos se realizé un ensayo en medio cromo azurol-S
(CAS) en el que el hierro se encuentra quelado (Anexo). Se partié de cultivos ON en LB Km
con 3MB (10 uM) de las cepas de UYMMa02A portadoras de las distintas construcciones
genéticas, se ajustd la DOy, a 1. Se sembraron gotas de 5 pl de cada cultivo en el medio
CAS, con y sin la adiciéon de 3MB (10 uM), y se incubaron durante 7 dias a 30°C. El ensayo
se realiz6 por triplicado para cada condicion. La produccion de sidero6foros se evidencio a

través de la aparicion de halos anaranjados alrededor del inéculo.
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Analisis estadistico

Para evaluar si la sobreexpresion de los genes de interés tenia un efecto significativo sobre el
fenotipo de las cepas recombinantes de UYMMa02A, se realizaron analisis estadisticos
mediante pruebas de one-way ANOVA. Se consideraron estadisticamente significativos

aquellos casos con p-valores menores a 0,05. Todos los andlisis se realizaron utilizando

GraphPad Prism version 10.3.1 para MacOS.
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5. Resultados

5.1 Construccidn de vectores para la sobreexpresion de los genes de interes

Disefo de los cebadores y amplificacion de los genes de interés

Se disefiaron cebadores para 11 genes de UYMMa02A identificados como diferencialmente
expresados en distintas condiciones. Con el fin de clonar los fragmentos de ADN
amplificados, a cada pareja de cebadores se le adiciond al extremo 5 sitios de corte para
distintas enzimas de restriccion. A su vez, para asegurar la posterior traduccion del
transcripto, a cada primer forward se le agregd una secuencia Shine-Dalgarno canonica,

5-AGGAGG-3" (RBS), ocho nucleotidos upstream del inicio del gen a amplificar (Tabla 2).

Se llevaron a cabo las reacciones de PCR para amplificar los 11 genes de interés a partir del
genoma de UYMMa02A vy, luego de optimizar las condiciones de reaccion para cada par de
cebadores, se obtuvo el amplicon del tamafio esperado para cada gen, lo que confirm¢ la

especificidad del disefio (Figura 4).

ndK ppiD ppiB UsSpA MPM

arsk mobB cusS acr3 cueO MPM

Figura 4. Amplicones obtenidos de los 11 genes de interés. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los
productos de PCR obtenidos tras la amplificacion con los cebadores disefiados. MPM: marcador de peso

molecular.
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Clonado de los genes de interés

Una vez obtenidos los amplicones, estos fueron purificados, digeridos con las enzimas de
restriccion correspondientes y clonados en el vector pPSEVA238 previamente digerido con las
mismas enzimas. Las reacciones de ligacion fueron utilizadas para transformar células
quimiocompetentes de E. coli DH5a, seleccionando los clones resistentes a kanamicina. Se
detectaron aquellos transformantes que portaban plasmidos recombinantes mediante PCR
utilizando un cebador especifico complementario al gen insertado y uno complementario a la
secuencia del vector (PS2). De los 11 experimentos de clonado se confirmo la presencia y la

correcta orientacion del inserto para cinco de los genes (acr3, arsR, ppiB, pvsE y uspA)

(Figura 5).

Figura 5. Amplicones obtenidos para verificar la correcta insercion de los genes de interés en pSEVA238.
Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR obtenidos de dos clones transformantes

resistentes a kanamicina de cada experimento. A la derecha se muestra el marcador de peso molecular utilizado.

Posteriormente se purificaron los pldsmidos recombinantes y se enviaron para su
secuenciacion, confirmando asi la identidad y la fidelidad de la secuencia de los genes
clonados (Figura 6) (Tabla 3). Una vez confirmados, los plasmidos recombinantes fueron

introducidos en la cepa UYMMa02A.
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Figura 6. Esquema de los fragmentos portados por los plasmidos recombinantes derivados del vector
pSEVA238. Flanqueando cada gen se indican las distintas parejas de cebadores empleadas. Lo restante se

consigna como en la Figura 3.

Se lograron obtener cepas de UYMMa02A con los cinco plasmidos generados, las que
exhibieron un buen crecimiento. Se procedi6 entonces a la caracterizacion fenotipica de los

clones resultantes.

28



5.2 Analisis de la sobreexpresion de los genes de interés en UYMMa02A

Se evaluo el efecto de la sobreexpresion de los genes acr3, arsR, ppiB, pvsE y uspA en la
cepa UYMMa02A en condiciones de vida libre. Se realizaron varios ensayos buscando
evaluar el efecto de la sobreexpresion de estos genes en diversas condiciones. Concretamente,
se analizd, en presencia y en ausencia de induccidn, el crecimiento, la movilidad, la
resistencia al estrés oxidativo y la sintesis de sideréforos de las cinco cepas. Ademas, se
analiz6 si la sobreexpresion de los genes acr3 y arsR, cuyos productos estdn vinculados a la

resistencia al arsénico, afectaba la sensibilidad de UYMMa02A a este metaloide.

Crecimiento de las cepas portadoras de los plasmidos recombinantes

Se evalu¢ el crecimiento de las cepas recombinantes en diferentes medios de cultivo (LB, M9
citrato y M9 succinato), tanto en presencia como en ausencia del inductor 3MB, como se
describe en Materiales y Métodos (Figura 7). En este ensayo se adicionaron dos cepas
control, UYMMa02A (pSEVA238), a modo de evidenciar si la presencia de alguno de los
genes clonados afectaba el crecimiento, y UYMMa02A (pFO1), como indicador de las
condiciones de induccion. En condiciones de ausencia de 3MB, las curvas de crecimiento de
las cepas problema fueron muy similares entre si y a las de las cepas control. Por lo tanto, la
presencia de vectores que portan los genes de interés no genera per se una alteracion
sustancial del crecimiento en ninguno de los medios empleados. Se continu6 entonces con el
analisis del crecimiento bacteriano en presencia del inductor. Las cepas control no vieron
alterado su patron de crecimiento en relacion al evidenciado sin induccion, verificando que
los controles utilizados funcionan como lo esperado. No se observaron diferencias
sustanciales en las curvas de crecimiento entre las cepas control y las cepas portadoras de los
plasmidos pVAppiB y pVApvsE, en ninguno de los tres medios ensayados. En M9 citrato las
cepas portadoras de los plasmidos pVAacr3 y pVAuspA vieron disminuido su crecimiento.
Este efecto se repite en la cepa que sobreexpresa uspA al crecer en M9 succinato. En el caso
de UYMMa02A (pVAarsR), se observaron siempre densidades Opticas finales mas bajas que
las alcanzadas por la cepa en condiciones de no induccion. Por lo tanto, la sobreexpresion del
gen arsR estaria afectando el crecimiento de UYMMa02A independientemente de las
condiciones de cultivo. De acuerdo a lo esperado, en los ensayos realizados en condiciones de
induccion se registro fluorescencia de la cepa UYMMa02A (pFO1) (ejemplo en la Figura
10b).
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Figura 7. Analisis del crecimiento de las cepas problema en distintos medios de cultivo con y sin induccion.
Con distintos colores se consignan las curvas de crecimiento de las cepas de UYMMa02A portadoras de los
plasmidos recombinantes (acr3: pVAacr3, arsR: pVAarsR, ppiB: pVAppiB, pvsE: pVApvsE, uspA: pVAuspA),
del vector pSEVA238 (238) y del plasmido pFO1 (GFP). Blanco: control sin inocular.
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Ademas, se evalud el crecimiento de las cepas portadoras de las construcciones
recombinantes a temperaturas por encima y por debajo de la 6ptima para UYMMa02A (30°C)
(manuscrito en preparacion). Concretamente, se ensayo el crecimiento a 15°C, 20°C, y 35°C
en presencia del inductor 3MB (Figura 8). Se utilizaron como control las cepas con el
plasmido vacio UYMMa02A (pSEVA238) y la cepa que tiene al gen gfp clonado en
pSEVA238; UYMMa02A (pFOL1). Las curvas de crecimiento a 20°C fueron similares a las
obtenidas a 30°C, por lo que esta disminucién en la temperatura no afectaria mayormente el
crecimiento de las cepas control y las cepas problema, a excepcion de UYMMa02A
(pVAarsR) (Figura 7). Por el contrario, tanto a 15°C como a 35°C, las curvas fueron
notoriamente distintas a las obtenidas a la temperatura Optima, evidencidndose un menor
crecimiento de todas las cepas ensayadas. Particularmente, a 15°C las cepas alcanzaron una
densidad optica de 0,4, mientras que al subir la temperatura a 35°C ninguna fue capaz de
superar esta DO. A su vez, a estas dos temperaturas, la cepa portadora de pVAarsR crecio

mucho menos en relacion al resto de las cepas (Figura 8).
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Figura 8. Analisis del crecimiento de las cepas problema en distintas temperaturas en condiciones de
induccion. Con distintos colores se consignan las curvas de crecimiento de las cepas de UYMMa02A
portadoras de los plasmidos recombinantes (acr3: pVAacr3, arsR: pVAarsR, ppiB: pVAppiB, pvsE: pVApvsE,
uspA: pVAuspA), del vector pPSEVA238 (238) y del plasmido pFO1 (GFP). Blanco: control sin inocular.
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Movilidad de tipo swimming

En el ensayo de movilidad, la mayoria de las cepas problema no mostraron diferencias
significativas en el diametro de la zona de swimming respecto a la cepa control portadora del
plasmido vacio, UYMMa02A (pSEVA238), tanto en presencia como en ausencia del inductor
(Figura 9). La excepcion fue la cepa UYMMa02A (pVAarsR), la cual presentd una
disminucién marcada en el tamafio del halo en presencia de 3MB, lo que indicaria un efecto

negativo de la sobreexpresion de arsR sobre la movilidad.
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Figura 9. Analisis de la movilidad de tipo swimming de las cepas problema con y sin induccion. Se indica el
diametro promedio de las zonas de movilidad de las cepas de UYMMa02A portadoras de los plasmidos
recombinantes (acr3: pVAacr3, arsR: pVAarsR, ppiB: pVAppiB, pvsE: pVApvsE, uspA: pVAuspA) y control
(238: pSEVA2338).
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Resistencia al estrés oxidativo

Se evaluo la resistencia de las cepas derivadas de UYMMa02A al estrés oxidativo, mediante
la exposicion a perdxido de hidrogeno concentrado en presencia del inductor (Figura 10). Las
cepas portadoras de las construcciones recombinantes no mostraron diferencias significativas
en la sensibilidad, frente a lo observado en el control, UYMMa02A (pSEVA238). Sin
embargo, la cepa UYMMa02A (pFO1) presentd un halo de inhibicion significativamente
mayor, lo que indicaria una mayor sensibilidad al peréxido, resultado que ya se ha

evidenciado en otros organismos (Ganini et al., 2017; Ragon et al., 2023).
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Tamaiio del halo (cm)
N
]

T T T T
238 GFP acr3 arsR ppiB pvsE uspA

Figura 10. Anadlisis de la resistencia al estrés oxidativo de las cepas portadoras de los plismidos
recombinantes. A) Se indica el didmetro promedio de los halos de inhibicion del crecimiento generados por
discos impregnados con H,O, sobre las distintas cepas de UYMMa02A (acr3: pVAacr3, arsR: pVAarsR, ppiB:
pVAppiB, pvsE: pVApvsE, uspA: pVAuspA) y controles (238: pSEVA238 y GFP: pFOL1), en presencia de 3MB.
B) Halos de inhibicién generados por discos impregnados con H,0, sobre la cepa UYMMa02A (pFOLl). La
imagen superior corresponde a la observacion bajo luz blanca; la imagen inferior, a la misma placa visualizada

en un transiluminador bajo iluminacién azul.
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Sintesis de sideroforos

El ensayo de produccion de sidero6foros se basa en que el CAS forma un complejo con el
hierro que le otorga una coloracion azul al medio. Si las bacterias son capaces de secuestrar el
hierro de dicho complejo mediante la produccion de siderdforos, se produce un viraje de
color, observandose un halo de color naranja alrededor de la colonia. Se observo un halo de
color naranja alrededor de todas las cepas de UYMMa02A ensayadas, indicando que todas
las cepas portadoras de las construcciones recombinantes fueron capaces de producir
siderdforos, tanto en presencia como en ausencia de 3MB (Figura 11). No se detectaron
diferencias en los tamafios de los halos generados por las distintas cepas y por los

correspondientes controles, tanto en ausencia como en presencia de induccion.

CAS Km CAS Km 3MB

Figura 11. Analisis de la produccion de sideréforos de las cepas de UYMMa02A con y sin induccién. Se
consignan con numeros las cepas portadoras de los plasmidos: 1, pSEVA238; 2, pFO1; 3, pVAacr3; 4,
pVAarsR; 5, pVAppiB; 6, pVApvsE; 7, pVAuspA.
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Analisis de la resistencia al arsénico

Dado que los productos de dos de los genes analizados (acr3 y arsR) estarian hipotéticamente
vinculados funcionalmente con la resistencia al arsénico, se realizdé un analisis de resistencia
a este metaloide en las cepas de UYMMaO2A portadoras de las construcciones que
sobreexpresaban estos dos genes. Para ello, se realizaron curvas de crecimiento de
UYMMa02A (pVAacr3) y UYMMa02A (pVAarsR) en LB Km suplementado con el inductor
3MB y en presencia de dos concentraciones distintas de arsénico. Como control, se sometio a
la cepa UYMMa02A (pSEVA238) a este mismo procedimiento (Figura 12). En presencia de
arsénico (2uM), se observa un aumento de la fase lag y una disminucion en el crecimiento de
la cepa control. La cepa que sobreexpresa el gen arsR sigue este mismo comportamiento,
mientras que la cepa que porta el plasmido que permite la sobreexpresion de acr3 muestra
una disminucion en la fase lag. Ademas, esta Gltima fue la unica capaz de crecer en presencia
de 3 uM de este metaloide mostrando densidades Opticas comparables, e incluso mayores, a

las alcanzadas sin el metaloide.
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Figura 12. Analisis de la resistencia al arsénico de las cepas problema en condiciones de induccion. Curvas
de crecimiento de las cepas de UYMMa02A (pSEVA238) (238), UYMMa02A (pVAacr3) (acr3) y
UYMMa02A (pVAarsR) (arsR). Blanco: control sin inocular.
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6. Discusion

Los B-rizobios fueron descubiertos recién a inicios de este siglo y su estudio se ha enfocado
fundamentalmente en clasificar las especies que los componen, asi como en identificar las
distintas leguminosas con las que son capaces de asociarse (Paulitsch et al., 2021). Es asi que
los mecanismos moleculares para el establecimiento de la simbiosis B-rizobio-leguminosa
son poco conocidos. En los tltimos afios nuestro grupo se ha interesado en describir los
mecanismos moleculares implicados en los primeros pasos de la interaccion entre -rizobios
pertenecientes al género Cupriavidus y sus plantas hospederas. Mediante distintas
aproximaciones Omicas se logrd evidenciar una serie de genes y proteinas diferencialmente
expresados en el simbionte bacteriano al ser expuesto a flavonoides, exudados radiculares o
la presencia de la planta hospedera (Sandes, 2020; Garabato, 2022; Rodriguez-Esperon et al.,
2022, 2023). En este marco, la presente tesina aposto a continuar el analisis de algunos de los
genes previamente identificados con el fin de aportar informacion acerca del rol que cumplen
en el establecimiento de la simbiosis Cupriavidus-Mimosa. Para esto se seleccionaron 11
genes de la bacteria modelo Cupriavidus ariasiae UYMMa02A, los cuales abarcaban
distintas funciones celulares y cuyo rol en la simbiosis no se habia reportado aun. El abordaje
consistio en construir pldsmidos recombinantes que sobreexpresaran dichos genes en el

contexto de UYMMa02A vy analizar su impacto sobre distintos parametros fisiologicos.

Se logro clonar cinco de los once genes seleccionados en el vector pPSEVA238, de forma que
quedaran bajo el control del sistema XylS/Pm, y asi poder evaluar el impacto de su
sobreexpresion en el crecimiento, la movilidad, la produccion de siderdforos y la tolerancia
frente a metales y estrés oxidativo. Cabe aclarar que uno de los objetivos iniciales de este
trabajo era evaluar el impacto de la sobreexpresion de los genes seleccionados durante el
establecimiento de la simbiosis Cupriavidus-Mimosa, realizando ensayos en plantas de M.
pudica. Sin embargo, durante las primeras etapas de la investigacion, se constatd que
UYMMa02A no mantiene de forma estable al pladsmido pSEVA238 en ausencia del
antibiotico (datos no mostrados), de modo que se intentd contrarrestar este limitacion
realizando en ensayos en planta en presencia de kanamicina. Sin embargo, se observo que la
presencia del antibiotico afectaba el desarrollo de M. pudica, disminuyendo el crecimiento
radicular e inhibiendo la formacion de raices secundarias (datos no mostrados), efectos que
han sido reportados en otras especies vegetales (Colby & Meredith, 1990; Duan et al., 2009).

En consecuencia, la imposibilidad de combinar la presion antibidtica para el mantenimiento
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de las construcciones recombinantes con el correcto desarrollo de la planta impidi6 avanzar

en la caracterizacion fenotipica de las cepas sobreexpresantes durante la simbiosis.

Por lo tanto, se continuod el trabajo realizando una caracterizacion fisioldgica de las cepas
portadoras de los plasmidos recombinantes en vida libre, variando distintos parametros de su
cultivo. Un primer aspecto a destacar de este trabajo es que se logrd validar el sistema de
expresion XylS/Pm para inducir la expresion de genes propios en C. ariasiae UYMMa02A,
constituyendo el primer registro de su implementacion con este fin en un p-rizobio. El uso del
sistema de regulacion XylS/Pm permiti6 modular de manera controlada la expresion de los
genes clonados mediante la adicion de 3MB, lo que se pudo corroborar mediante la expresion
del gen reportero gfp y los efectos fenotipicos especificos observados en algunas de las cepas
recombinantes. Este resultado no solo permite validar la funcionalidad del sistema en este
género, sino que también amplia el repertorio de herramientas disponibles para el estudio de
B-rizobios. Un segundo aspecto a resaltar es que la mera presencia de los plasmidos
recombinantes no impacté de forma significativa en el crecimiento de UYMMa02A,
indicando que el sistema no conlleva una carga metabdlica excesiva sobre la bacteria,
validando la estrategia seleccionada. Este resultado es muy importante ya que nos permite
atribuir los efectos fisiologicos observados en condiciones de induccion, a la sobreexpresion
de los genes seleccionados y no a la presencia de los plasmidos. De esta manera, se cumplid
con el primer objetivo de este trabajo, el cual consistia en generar una coleccion de vectores
plasmidicos que permitieran la expresion controlada de genes propios en C. ariasiae

UYMMa02A.

Para cumplir con el segundo objetivo, en base a la funcion a la que se vinculan algunos de los
genes seleccionados, se incluyeron en este trabajo los ensayos para evidenciar la sintesis de
sideroforos (pvsE), la resistencia a condiciones de estrés (temperatura, pH, peroxido de
hidrégeno, genes uspA y ppiB) y la resistencia a arsénico (acr3 y arsR), buscando detectar si

la sobreexpresion de los mismos tenia un efecto sobre dichas funciones.

En cuanto al crecimiento, se evalué el comportamiento de las cepas de UYMMa02A
portadoras de las cinco construcciones en presencia de distintos nutrientes. Partiendo de la
base de que ninguna de las cepas recombinantes vieron afectado su crecimiento en
condiciones de no induccidn, se evalu6 el efecto de la sobreexpresion de los genes clonados
mediante el monitoreo de la densidad optica de los cultivos en funcion del tiempo (Figura 7).

Por un lado, no se detectaron cambios en el perfil de crecimiento de UYMMa02A frente a la
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sobreexpresion de dos de los genes ensayados, ppiB y pvsE. Sin embargo, la disminucion en
el crecimiento en medios minimos al sobreexpresar uspA es un efecto que ya fue observado
en E. coli (Nystrom y Neidhardt, 1996). La funcion exacta de esta proteina no se conoce,
aunque si se sabe que se induce su expresion en condiciones de estrés (Kvint et al., 2003b).
UYMMa02A posee al menos cinco paralogos de este gen, dos de los cuales se ven inducidos

en presencia de la planta hospedera (Rodriguez-Esperon et al., 2023).

En el caso de la cepa UYMMa02A (pVAarsR), la misma presentdé menores densidades
Opticas finales en todas las condiciones ensayadas, evidenciando que la sobreexpresion del
gen arsR genera un efecto negativo sobre el crecimiento. Este mismo comportamiento se
observo a distintas temperaturas (Figura 8). Algo similar sucedid al evaluar el efecto de la
sobreexpresion de los genes seleccionados sobre la movilidad de tipo swimming (Figura 9).
La cepa UYMMa02A (pVAarsR) fue la Unica que mostré una reducciéon marcada en el
tamafio del halo de crecimiento en presencia de 3MB, lo que podria interpretarse como un
efecto negativo de la sobreexpresion de arsR sobre la movilidad. En este sentido, se ha
demostrado que un regulador transcripcional de la familia ArsR es capaz de regular
negativamente la movilidad en Bacillus thuringiensis (Zhang et al., 2024). Sin embargo, dado
que en las curvas de crecimiento esta misma cepa exhibié menores densidades Opticas finales,
la disminucidon observada en la movilidad también podria ser consecuencia de un menor

crecimiento bacteriano.

Dentro de los genes clonados se encontraban algunos cuyos productos se asocian a la
respuesta al estrés, como ppiB (codificante para una peptidil-prolil isomerasa involucrada en
el plegamiento de proteinas) y uspA (codificante para una proteina universal de estrés), por lo
que se evalud el “fitness” de las cepas bajo condiciones de estrés térmico y oxidativo. Sin
embargo, en ninguno de los dos casos se evidencid una relacion entre la sobreexpresion de
estos genes y una mayor tolerancia a dichas condiciones (Figuras 8 y 10). La falta de un
cambio detectable en el fitness de las cepas recombinantes podria deberse a que la
sobreexpresion de componentes individuales dentro de un sistema de respuesta a estrés no sea
suficiente para generar cambios fenotipicos detectables o que no se hayan seleccionado los
ensayos adecuados para evidenciarlos. En E. coli el gen uspA estd involucrado en la
resistencia al estrés oxidativo, al igual que el pardlogo uspD (Nachin et al., 2005). En el
genoma de UYMMa02A existen al menos cinco genes anotados como codificantes para
proteinas UspA, por lo que es posible que otra de estas proteinas sea la involucrada en la
resistencia al estrés oxidativo.

38



En cuanto al ensayo de produccion de sider6foros, se esperaba que la sobreexpresion de pvsE
tuviera un efecto, sin embargo no se observaron cambios en presencia de 3MB (Figura 11).
Esta ausencia de cambio se podria explicar dado que el resto de los genes de la via de sintesis
de la vibioferrina mantienen su sistema de expresion natural, la cual es regulada por la
presencia de hierro en el medio de cultivo. El medio CAS contiene hierro quelado, por lo que
no se encuentra disponible para la bacteria a menos que produzca sider6foros para su
captacion, es asi que se puede suponer que una vez que se obtienen los niveles de hierro
necesarios para mantener las funciones celulares, el resto de los genes del operén se ven
reprimidos, evidenciando que la sobreexpresion de pvsE no es suficiente para aumentar la

produccion total de siderdforos.

Por ultimo, dentro de los genes evaluados se ensayaron dos que estdn funcionalmente
vinculados con la resistencia al arsénico; acr3 y arsR (Li et al., 2014). En los ensayos de
tolerancia a este metaloide se observo que su presencia afect6 el crecimiento inicial de todas
las cepas, evidenciado por un aumento de la fase de latencia (Figura 12). Sin embargo, la
cepa UYMMa02A (pVAacr3) mostré una recuperacion mas rapida y alcanzd densidades
Opticas finales comparables o incluso superiores a las obtenidas en ausencia de arsénico, lo
que sugiere que la sobreexpresion de acr3 confiere una ventaja adaptativa frente a este estrés.
Este resultado concuerda con la funcion propuesta para Acr3, una permeasa de expulsion de
arseniato, por lo que su sobreexpresion permitiria reducir mas rapidamente la concentracion
intracelular del metaloide, disminuyendo el tiempo necesario para que la célula restablezca su
homeostasis y contintie su crecimiento. Por el contrario, la cepa UYMMa02A (pVAarsR) no
mostré6 mejoras, manteniendo una curva de crecimiento similar al control con el plasmido
vacio, lo que sugiere que la sobreexpresion de este regulador transcripcional no confiere una
ventaja en estas condiciones. Este comportamiento resulta coherente con el rol conocido de
ArsR como represor del operon ars de resistencia al arsénico, cuyo incremento en la
expresion intensificaria entonces la represion de los genes involucrados en la detoxificacion

del metaloide.

En la figura 13 se resumen los resultados obtenidos. En términos generales, se puede observar
que la sobreexpresion de los genes seleccionados provocd mayormente cambios sutiles en los
parametros evaluados. No obstante, la sobreexpresion de acr3 y arsR, ambos vinculados a la
resistencia al arsénico, resultdé en la alteracion de una o mas de las condiciones ensayadas.
Cabe mencionar que en los estudios de Klonowska, et al. (2018) y Rodriguez-Esperon, et at.
(2022) se detectd la expresion diferencial de genes vinculados a la resistencia a distintos
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metales, tales como cobre o hierro, cuando cepas de C. taiwanensis y C. necator se
expusieron a exudados radiculares de M. pudica (Klonowska et al., 2018) o a flavonoides
inductores (Rodriguez-Esperon et al., 2022), pero no se habia reportado antes una respuesta
vinculada a la resistencia al arsénico. Dado que UYMMa02A no pertenece a ninguna de las
especies de Cupriavidus descritas hasta el momento, no se descarta que los productos de los
genes acr3 y arsR puedan cumplir un rol especie-especifico en el establecimiento de la

simbiosis.
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Figura 13. Comportamiento en los distintos ensayos de las cepas portadoras de los plasmidos

recombinantes en comparacion con la cepa UYMMa02A (pSEVA238). Cruz, no ensayado.

Uno de los aspectos mas destacables observados en este trabajo es que la sobreexpresion de
arsR en UYMMa02A afect6 varios de los parametros fisiologicos ensayados, sugiriendo un
posible efecto pleiotropico de este regulador. Este comportamiento ya se ha reportado en
Agrobacterium tumefaciens SA, un a-rizobio, donde el regulador ArsR fue descrito como un
modulador global de la expresion génica mas alld del operdén de resistencia al arsénico
(Rawle et al., 2021). En dicho estudio, analisis transcriptomicos revelaron que arsR regularia
un conjunto amplio de genes implicados no solo en la detoxificacion de metales, sino también
en procesos como el transporte de nutrientes, la adquisicion de hierro, la quimiotaxis y la
respuesta al estrés, sugiriendo entonces que cumple un rol global en la homeostasis celular.
En este sentido, los efectos observados en UYMMa02A (pVAarsR) podrian deberse a
alteraciones indirectas en funciones reguladas por ArsR. Esto sugiere que ArsR podria
cumplir un papel regulador mas amplio en UYMMa02A, respondiendo a distintas sefiales
ambientales y modulando rutas metabolicas relevantes para el establecimiento de la
simbiosis. Ciertamente se requieren mas ensayos para dilucidar el rol de este regulador

durante la simbiosis.
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7. Conclusion

En este trabajo se realizd una primera aproximacion sobre la funcion de genes posiblemente
involucrados en el establecimiento de la simbiosis Cupriavidus-Mimosa. Para ello, se realizd
la sobreexpresion de genes seleccionados utilizando un vector de tipo SEVA en el simbionte
bacteriano. Los resultados obtenidos permitieron validar por primera vez en un B-rizobio la
funcionalidad del sistema XylS/Pm para la expresion de genes propios de la bacteria. Si bien
este sistema habia sido previamente ensayado con un gen reportero (gfp), los experimentos
realizados demuestran que también es capaz de modular la expresion de genes endogenos de
C. ariasiae UYMMa02A, constituyendo una herramienta valiosa para futuros estudios.
Ademas, se logr6 demostrar experimentalmente que Acr3 participa en la detoxificacion de
arsénico en UYMMa02A, validando su funcidon esperada por secuencia y homologia.
Finalmente, este trabajo reveld que el regulador transcripcional ArsR tendria un efecto global
sobre las funciones celulares de UYMMa02A, siendo un hallazgo novedoso para el grupo de

los B-rizobios.
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Anexo

Medio LB

Medio M9

Componente Cantidad por litro

Triptona 10g

NacCl 10g

Extracto de levadura 5¢

H,O c.s.p 1 litro
Para el medio so6lido se agrega agar 16 g/L.

Componente Cantidad por litro

Sales M9 5x * 200 ml

MgSO, IM 2 ml

Solucion 20% (p/v) de la fuente 20 ml

de carbono

CaCl, IM 0,1 ml

H,O c.s.p 1 litro

Sales 5x *

Na,HPO,.7H,0O 64 ¢

K,HPO, 15¢

NaCl 25¢g

NH,CI 50g

H,O c.s.p 1 litro

Las sales y el resto de los componentes se esterilizan por separado y luego se arma el medio.

Para el medio sélido se agrega agar 16 g/L.
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Medio CAS

Componente Cantidad por litro
Solucioén salina 100 ml
PIPES 30,24 ¢
Extracto de levadura desferrado lg
MgCl IM I ml
CaCl, 0,1M 1 ml
Manitol 1,0g
Agar I5¢g
H,O c.s.p 1 litro
Solucion salina

KH,PO, 03¢
NaCl 0,5¢g
NH,CI 10g
H,0 100 ml
Solucion Colorante

CAS 60,48 mg
H,O 59 ml

Se ajusta el pH del medio base a 6,8 con NaOH 50%, luego se agrega 10 ml/L de glucosay
6,25 ml/L de glutamato 10%.

Mezclar la solucion colorante con 1ml de FeCl;.6H,0 (135 mg/50 ml en HC1 0,01N) y bajo
agitacion constante agregarla gota a gota sobre una solucion de 72,88 mg de HDTMA en
40ml de H,O. Agregar la solucion final al medio base justo antes de armar las placas.
Previamente al armado de placas todas las soluciones (base, salina y HDTMA) deben

esterilizarse a 121°C por 20 minutos.
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