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RESUMEN

En esta tesis se presentardn resultados del andlisis genémico y funcional de Bradyrhizobium
japonicum cepa E109, una de las cepas mas utilizadas en nuestro pais para la formulacion de
inoculantes para soja. EI genoma de esta bacteria contiene un unico replicon de 9.224.208 pares de
bases (9.2 Mpb). El andlisis post-secuenciacion determind la existencia de numerosas secuencias
relacionadas con mecanismos de promocién del crecimiento vegetal y otros relacionados con el
estilo de vida rizosférica de este microorganismo. Como uno de los mecanismos mas importante se
destacO aquel relacionado con la produccion de fitohormonas y dentro de ellas el &cido indol-3-
acético (AlA). El estudio del metabolismo y homeostasis del AIA y otras auxinas, determino que en
B. japonicum E109 no es capaz de acumular concentraciones cuantificables de AlA aungue posea la
informacién genética para biosintetizar esta molécula. E109 tiene capacidad de degradar, tanto
auxinas naturales (AlA), como sintéticas (IBA y ANA), aunque la velocidad de degradacion es
mayor en el caso de las primeras. B. japonicum E109 tiene la capacidad de hidrolizar conjugados de
AIA con aminodcidos (AlA-amidas) o glucosa y degradar la hormona en una reaccion simultanea o
posterior pero no es capaz de conjugar la hormona con aminoacidos. La hidrdlisis y el catabolismo
de AIA y AlA-amidas, se realiza en cualquier fase de la curva de crecimiento bacteriana, pero la
fase donde es mas rapida es la reaccion es la exponencial. Ensayos con la adicion exégena de AlA a
cultivos puro de E109 determinaron que la cepa es capaz de catabolizar rapidamente la hormona y
este fendmeno ocurrié de una forma no independiente a la presencia de la hormona (constitutiva). A
través de un abordaje in silico e in vitro, pudimos confirmar que la degradacion de AIA es B.
japonicum E109 depende de una 3-fenilpropionato dioxigenasa con dos sub-unidades y codificada
por los genes iacC y iacD. El andlisis transcriptomico obtenido por el catabolismo de AIA por
E109, determind que esta molécula afecto su metabolismo de manera global y particularmente a
nivel de ciertos mecanismos fisiologicos relacionados con la capacidad de la bacteria para promover
el crecimiento vegetal. El catabolismo de AIA indujo la sobreexpresion de genes de la fijacion de
nitrégeno y simbiosis, quimiotaxis y movilidad, y genes de la respuesta generalizada a estrés

mientras que reprimié la expresion de genes de la biosintesis de AlA.
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ABSTRACT

This thesis presents the results of the genomic and functional analysis of Bradyrhizobium
japonicum strain E109, one of the most widely used strains in our country for the formulation of
soybean inoculants. The genome of this bacterium contains a single replicon of 9,224,208 base pairs
(9.2 Mpb). The genomic analysis determined the existence of numerous sequences related to plant
growth promotion mechanisms and others related to the rhizospheric lifestyle of this
microorganism. One of the most important mechanisms found was the production of
phytohormones, indole-3-acetic acid (IAA) among them. A study of the metabolism and
homeostasis of IAA and other auxins determined that E109 is not able to produce IAA, although it
possesses the genetic information necessary to biosynthesize this molecule. E109 has the capacity to
degrade natural (IAA) and synthetic (IBA and NAA) auxins, although the degradation rate is
greater in the first case. B. japonicum E109 also has the ability to hydrolyse conjugates of IAA with
amino acids (IAA-amides) or glucose, and to degrade the hormone in a simultaneous or subsequent
reaction. However, it is not able to conjugate the hormone with amino acids. The hydrolysis and
catabolism of IAA and IAA-amides is carried out in any phase of the bacterial growth curve, but it
is faster at exponential phase. Experiments with the exogenous addition of IAA to pure E109
cultures showed that the strain is capable of rapidly catabolizing the hormone, a phenomenon that
was not independent of the presence of the hormone (i.e. constitutive). Through an in silico and in
vitro approach, we confirmed that IAA degradation in B. japonicum E109 depends on a 3-
phenylpropionate dioxygenase with two subunits which is encoded by the iacC and iacD genes. The
transcriptomic analysis of IAA catabolism by E109 determined that the molecule affected
metabolism in the strain globally, particularly at the level of certain physiological mechanisms
related to bacterial plant-growth promoting ability. IAA catabolism induced the overexpression of
genes for nitrogen fixation and symbiosis, chemotaxis and mobility, as well as genes associated

with the generalized response, whereas it repressed gene expression of IAA biosynthesis.
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ORGANIZACION DEL MANUSCRITO DE TESIS
Para la descripcion del trabajado realizado, esta tesis se ha estructurado en los capitulos que se

describen a continuacion:

Capitulo I. Introduccion general, Hipdtesis y Objetivos.

En este capitulo se presentan la introduccién general y revision bibliogréfica sobre el concepto de
bacterias promotoras del crecimiento, la clasificacion filogenéticas y los mecanismos de promocion
de crecimiento vegetal de B. japonicum E109. Ademas se presenta la hipdtesis y objetivos de esta
tesis doctoral.

Capitulo I1. Analisis genémico y funcional del genoma de B. japonicum E109

Este capitulo se presentan los resultados del analisis genémico y funcional de E109, utilizando
herramientas bioinformaticas, comparandolos con otras cepas del mismo género como asi también
especies. Dentro del analisis funcional, se detallan las vias metabdlicas de los principales

mecanismos de promocién de crecimiento vegetal.

Capitulo 111. Metabolismo de Auxinas y Catabolismo de AIA por B. japonicum E109
En este tercer capitulo se presentan los resultados del metabolismo de auxinas (biosintesis,

hidrdlisis, conjugacion y catabolismo), y particularmente el catabolismo de AIA de E1009.

Capitulo IV. Andlisis de genes y mutantes involucrados con el catabolismo de AIA de B.
japonicum E109

En este cuarto capitulo se presentan los resultados de la modificacién a nivel molecular de aquellos
genes vinculados con catabolismo de auxinas (AIA) y su correlacion e importancia en los procesos

de interaccion planta-microorganismo.

Capitulo V. Catabolismo de Indol de B. japonicum E109
En este capitulo se presentan los resultados del catabolismo de indol en E109. Estos son resultados
que derivan de la investigacion del catabolismo de AIA y que no estaban planteados en los

objetivos iniciales de esta tesis.

Capitulo VI. Analisis transcriptémico del catabolismo de AIA por B. japonicum E109
Este capitulo muestra los resultados de la evaluacion de la transcriptomica durante el catabolismo

de AlAy el posterior analisis de la expresion de los genes.
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Capitulo VII. Discusion y Conclusiones generales
En este capitulo se hace una discusion general de los resultados més relevantes obtenidos de esta
tesis doctoral.
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Analisis genomico y funcional de los mecanismos de promocion del crecimiento en B. japonicum E109, la cepa mas

utilizada para la formulacion de inoculantes para soja en la Republica Argentina
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Analisis genomico y funcional de los mecanismos de promocion del crecimiento en B. japonicum E109, la cepa mas

utilizada para la formulacion de inoculantes para soja en la Republica Argentina

I. 1 INTRODUCCION GENERAL
En los ultimos afios, en nuestro pais hubo una expansion de los cultivos y esa expansion ha sido
acompafiada por el uso de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, en productos definidos
particularmente como inoculantes y de manera general como bioinsumos. Uno de los cultivos mas
importantes en nuestro pais en términos de superficie cultivada y area bajo tratamiento biologico es
la soja, que representa cerca del 94% de la superficie sembrada y 95% de la produccién total del
pais, de la que cerca de un 85% seria inoculada. Este escenario presenta una inmejorable
oportunidad para el desarrollo de nuevos productos (bioinsumos) por lo que todo avance sobre la
comprension del modelo de interaccion planta-microorganismo se consideraria estratégico para
nuestro pais y la region. Las rizobacterias promotoras del crecimiento han sido extensamente
estudiadas desde el punto de vista taxonémico, bioquimico y fisiolégico, como asi también como a
nivel de la comprensién de los mecanismos que utilizarian para promover el crecimiento vegetal;
sin embargo, a la fecha no existia un abordaje molecular masivo que permitiese obtener un modelo
mas detallado de tales mecanismos. Por ello, secuenciar el genoma de Bradyrhizobium japonicum
E109, la cepa mas utilizada para el tratamiento bioldgico del cultivo de soja en nuestro pais, nos
permite:
e incrementar el conocimiento basico sobre la interaccion de la leguminosa y otras especies
vegetales con la rizobacteria,
e dilucidar los mecanismos fisiolégicos que operan en tal interaccion, como asi también los
fundamentos del éxito de la aplicacion agronémica de este microorganismo, que lo
posiciona como uno de los principios activos de mayor importancia para la formulacion de

inoculantes en nuestro pais.

I.1.1 Secuenciaciéon de genomas

El avance de tecnologias de secuenciacion en los Gltimos 40 afios ha permitido el estudio y
compresiéon de los genomas. Han surgido diferentes tecnologias de secuenciacion buscando el
desarrollo de nuevas estrategias que permitan la secuenciacion del ADN con una mayor resolucion
hasta la obtencion del genoma completo (Feng et al., 2015). La primer tecnologia de secuenciacion
fue el “método Sanger’’ (Sanger y Coulson, 1975). Esta técnica, ademas de ser revolucionaria
permitié el desarrollo del Proyecto Genoma Humano. El desarrollo tecnoldgico permitio la
evolucidn de las técnicas de secuenciacion, como las tecnologias de “’segunda generacion’ entre
las que se destacan Pirosecuenciacion 454 (Roche), Solexa (lllumina) y SOLID (Applied

Byosistems). Estas tecnologias se basan en el principio de la amplificacion por PCR en emulsion de
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fragmentos de ADN, para hacer que la sefial luminosa sea detectada por camaras de carga acoplada.
La secuenciacion 454 Roche, fue la tecnologia utilizada para secuenciar el genoma de B. japonicum
E1009.

1.1.2 Genomas bacterianos y secuenciacion

La secuenciacion de los genomas de procariotas, ha ido aumentando en los Gltimos afios debido a
gue ha disminuido considerablemente el costo de la tecnologia de secuenciacion del genoma
completo (Liao et al., 2015). Sin embargo, aungue accesible no es un trabajo sencillo debido a que
un proyecto de secuenciacion requiere de controles de calidad y medidas de pre-procesamiento,
ensamblaje de novo y/o ensamblaje basado en referencia, anotacion automatizada con o sin mejora
manual y mejora de la calidad del genoma. Existen actualmente, una variedad de softwares para
realizar el ensamblaje, la anotacion y la mejora del genoma (Koren et al., 2014; Magoc et al., 2013;
Seemann, 2014; Swain et al., 2012). Depende de la experiencia y herramientas bioinformaticas
disponible de los cientificos y laboratorios para lograr resultados significativos (Nocq et al., 2013).
Actualmente, de los proyectos de secuenciacién de procariotas: 14.803 proyectos son proyectos
completos y publicados, 123.124 son borradores permanentes, 72.734 son proyectos incompletos y
1124 son proyectos targets (https://gold.jgi.doe.gov/).

I.1.3 Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

El suelo es el soporte natural en el que proliferan comlinmente un gran ndmero de
microorganismos. Se utiliza el término rizosfera para describir la parte del suelo en la que se induce
la proliferacion de microorganismos por la presencia del sistema radical de las plantas (Garate y
Bonilla, 2000). Las bacterias de la rizésfera denominadas rizobacterias, tienen la capacidad de
colonizar el interior o exterior de las raices de muchas especies vegetales y se pueden separar entre
las que generan una relacion simbidtica con la planta y las que no lo hacen, denominadas de vida
libre, que se ubican cerca, sobre las raices o dentro de ellas como endofiticas (Kloepper et al.,
1989). Los rizobios han sido extensamente estudiados desde la perspectiva de su asociacion con
leguminosas y en términos de la fijacion biologica de nitrdgeno. Sin embargo, nueva evidencia
sugiere que gran parte de los miembros de este género tendrian potencialidad para promover el
crecimiento vegetal por mecanismos distintos a la fijacién biolégica de nitrégeno, biocontrolar
ciertos microorganismos deletéreos para las plantas o regular el desarrollo vegetal en condiciones
de estrés, tanto en leguminosas como en no-leguminosas (Biswas et al., 2000). Asi, cuando estas

bacterias o las de vida libre se consideran benéficas para el crecimiento de las plantas se las
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denomina en general como rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPR (del inglés,
Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Kloepper y Metting Jr., 1992). Entre las asociaciones mas
exitosas de la naturaleza se destacan las de las leguminosas con bacterias simbiontes fijadoras de
nitrdgeno, comunmente denominadas rizobios, como la de Bradyrhizobium-soja, y la asociacion
benéfica entre gramineas y ciertas cepas PGPR de vida libre pertenecientes a los géneros
Pseudomonas, Bacillus, Azotobacter y Azospirillum, capaces de colonizar la rizésfera de dichas
plantas o sus tejidos de manera endofitica (Dobereiner y Pedroza, 1987). Bashan y Holguin (1998)
introdujeron un nuevo concepto que divide este grupo entre las PGPR, que promueven el
crecimiento mediante mecanismos directos y las bacterias promotoras del crecimiento vegetal por
control biolégico o biocontrol-PGPB (del inglés, Plant Growth Promoting Biocontrol) que
promueven el crecimiento de las plantas por mecanismos indirectos mediados por la inhibicién del
desarrollo o actividad de fitopatdgenos. La promocién directa del crecimiento se produce cuando
una PGPR proporciona moléculas con actividad bioldgica que directamente afectan al metabolismo
de la planta o cuando se facilita la adquisicion de nutrientes no disponibles en el suelo para las
plantas. En las PGPR los mecanismos directos mas importantes que han sido propuestos, ademas de
la fijacion bioldgica del nitrégeno son: (a) la actividad nitrato reductasa, (b) la solubilizacién de
fosfatos, (c) la produccion de sider6foros y (d) la biosintesis de fitohormonas y otros compuestos

reguladores del crecimiento vegetal, tal como el &cido indol-3-acético (AlA) (Prinsen et al., 1993).

I.1.4 Bacterias del Orden Rhizobiales

La clase alphaproteobacterias es muy diversa y encontramos bacterias fototrofas, parasitos
intracelulares, oligétrofos, entre otros. La clase se compone de los siguientes Ordenes;
Caulobacterales, Holosporales, Kiloniellales, Kopriimonadales, Kordiimonadales,
Magnetococcales,  Micropepsales,  Parvularculales, Pelagibacterales, = Rhodobacterales,
Rhodospirillales, Rhodothalassiales, Rickettsiales, Sneathiellales, Sphingomonadales y Rhizobiales.
El Orden Rhizobiales se compone de diferentes familias tales como Aurantimonadaceae,
Bartonellaceae, Beijerinckiaceae, Brucellaceae, Chelatococcaceae, Cohaesibacteraceae,
Hyphomicrobiaceae, Mabikibacteraceae, Methylobacteriaceae, Methylocystaceae,
Notoacmeibacteraceae, Phyllobacteriaceae, Rhizobiaceae, Rhodobiaceae, Roseiarcaceae
Xanthobacteraceae y Bradyrhizobiaceae. Este Orden es fenotipicamente heterogéneo, amplio y
reline a bacterias gran negativas y su clasificacion se basa Unicamente en el secuenciamiento del
gen 16s RNA (Kuykendall, 2005). Un tipo de bacterias muy importante desde el punto de vista
agronomico, dentro del Orden, es el que estd conformado por aquellas que son capaces de

establecer simbiosis mutualistas especificas con leguminosas. Entre ellas encontramos bacterias de
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los géneros Rhizobium, Mesorhizobium, Ensifer (antes Sinorhizobium), Bradyrhizobium,
Burkholderia, Phyllobacterium, Microvirga, Azorhizobium, Ochrobactrum, Methylobacterium,
Cupriavidus, Devosia, Shinella (Weir, 2016) y Aminobacter (Maynaud et al., 2012).
Bradyrhizobium es el género el de interés para nuestro trabajo de investigacion.

1.1.5 La Familia Bradyrhizobiaceae

La nomenclatura tradicional, Rhizobium, se modificO cuando el género Bradyrhizobium fue
descripto por Jordan (1982), el cual incluia todas las bacterias que fijan biol6gicamente el nitrégeno
(FBN) en asociacion simbidtica con leguminosas. La nomenclatura se basa en los rasgos
fisiologicos de los rizobios. Los avances en los métodos moleculares para el analisis filogenético,
han llevado a la creacion de la familia Bradyrhizobiaceae, que incluye géneros de bacterias
fijadoras de nitrégeno que tienen caracteristicas diferentes del resto de los géneros que la
componen, pero que tienen tasas similares de crecimiento, considerado lento (5-6 dias) en medio de
cultivo (Garrity et al. 2005; Turner y Young, 2000). Ademas del género Bradyrhizobium (derivado
del bradus término latino, que significa crecimiento lento) (Garrity et al. 2005; Euzéby, 2006), la
familia Bradyrhizobiaceae comprende los siguientes géneros: Afipia, Blastobacter, Bosea,
Nitrobacter, Oligotropha, Photorhizobium, Rhodopseudomonas, Salinarimonas, Tardiphaga y
Variibacter. La taxonomia en Bradyrhizobiaceae es bastante confusa y hace esta familia una de las
mas distintas en términos de la inclusion de géneros que son fenotipicamente diversos y que

presentan caracteristicas fisiol6gicas y ecoldgicas extremas (Marcondes de Souza et al. 2014).

1.1.6 El Género Bradyrhizobium

El género Bradyrhizobium, se caracteriza porque las bacterias son pequefias y en forma de bacilos
en cultivos jovenes, pero son pleomorficas en cultivos de mayor edad o bajo condiciones adversas.
Las diferentes especies del género Bradyrhizobium forman nédulos en simbiosis con raices de las
leguminosas tropicales (Leguminosae), en el que las bacterias viven como microsimbiontes
fijadores de nitrégeno. Tienen granulos de poli-p-hidroxibutirato que son que son refractiles por
microscopia de contraste de fase y los bacteroides pueden presentar inclusiones de polifosfato. Son
Gram-negativas, moviles y no formadoras de esporas. Las células bacterianas de este género se
caracterizan por una division bifurcada que se traduce en las células en forma de Y en los cultivos.
En medio de cultivo s6lido que contiene arabinosa, extracto de levadura, o gluconato (Kuykendall
1987; Kuykendall et al 1988), las colonias de Bradyrhizobium se caracterizan por ser opacas, rara
vez translicidas, blancas, y convexas; pueden tener un aspecto granular; y nunca son méas grande

que 1 mm de didmetro después de la incubacion durante 5-6 dias. En medio liquido, la turbidez s6lo
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aparece después de 3-4 dias, y el tiempo de generacion de estas especies se calcula que es entre 9y
18 horas.

Tabla 1. Caracteristicas mas representativas del Género Bradyrhizobium sp.

Género Bradyrhizobium

Morfologia

Bacilos (0.5-0.9 x1.2-3.0 um)

Division Celular

Se hinchan y se bifurcan en forma de Y

Cépsula y estructura interna

Grénulos Poli-p-hidroxibutirato

Movilidad

Un flagelo polar o subpolar

Compuestos importantes o de

almacenamiento

Poli-p-hidroxibutirato

Polisacarido extracelular soluble en agua

Contenido Guanina-Citocina (GC) 61-65%
Tamafio de la colonia, apariencia y color >1.0 mm, circular, opaca, blanca y convexa
Temperatura 6ptima 25-30 °C

pH éptimo

pH 6-7. Tolerante al 4cido

Metabolismo y caracteristicas de cultivo

Aerobicas
Quimioorgandtrofas
No crecen en medio con 2% NaCl
Absorben levemente el indicador rojo Congo en
medio EMA

Principal fuente de Carbono

Usan varias fuentes de carbono y acidos

Organicos

Principal fuente de Nitrogeno

Sales de amonio, nitrato y aminoacidos

Fijacion de Nitrogeno

En simbiosis con la raices de leguminosas

Asimilacion de Carbono

No

El género Bradyrhizobium cuenta con 50 especies descriptas hasta el momento: B. betae (Rivas et
al., 2004), B. canariense (Vinuesa et al., 2005), B. cytisi (Chahboune et al., 2011), B. dagingense
(Wang et al., 2013), B. denitrificans (Van Berkum et al., 2006), B. elkanii (Kuykendall et al., 1991),
B. embrapense (Delamuta et al., 2015), B. erythrophlei (Yao et al., 2015), B. ferriligni (Yao et al.,
2015), B. ganzhouense (Lu et al., 2014), B. guangdongense (Li et al., 2015), B. huanghuaihaiense
(Zhang et al., 2012), B. icense (Duran et al., 2014a), B. ingae (da Silva et al., 2014), B. iriomotense
(Islam et al., 2008), B. japonicum (Jordan, 1982), B. jicamae (Ramirez-Bahena et al., 2009), B.
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kavangense (Gronemeyer et al., 2015), B. lablabi (Chang et al., 2011), B. liaoningense (Xu et al.,
1995), B. lupini (Peix et al., 2015), B. manausense (Silva et al., 2014), B. neotropicale (Zilli et al.,
2014), B. oligotrophicum (Ramirez-Bahena et al., 2013), B. ottawaense (Yu et al., 2014), B.
pachyrhizi (Ramirez-Bahena et al., 2009), B. paxllaeri (Durén et al., 2014a), B. retamae (Guerrouj
et al., 2013), B. rifense (Chahboune et al., 2012), B. stylosanthis (Delamuta et al., 2016), B.
subterraneum (Gronemeyer et al., 2015), B. tropiciagri (Delamuta et al., 2015), B. viridifuturi
(Helene et al., 2015), B. yuanmingense (Yao et al., 2002), B. americanum (Ramirez-Bahena et al.,
2016), B. centrosemae (Ramirez-Bahena et al., 2016), B. arachidis (Wang et al., 2013), B.
diazoefficiens (Delamuta et al., 2013), B. guangxiense (Li et al., 2015), B. mercantei (Helene et al.,
2017), B. namibiense (Gronemeyer et al., 2017), B. valentinum (Durén et al., 2014b), B. vignae
(Gronemeyer et al., 2016), B. brasilense (Martins da Costa et al., 2017), B. cajani (Aradjo et al.,
2017), B. sacchari (de Matos et al., 2017), B. centrolobii (Michel et al., 2017), B. macuxiense
(Michel et al., 2017), B. forestalis (Martins da Costa et al., 2018) y B. algeriense (Ahnia et al.,
2018). Las diferentes especies del género Bradyrhizobium se caracterizan ser considerados
habitantes comunes de suelo y potencialmente capaces de invadir los pelos radicales de
leguminosas de zonas tropicales y en algunos casos de zonas templadas e inducen la formacién de
nodulos y la interaccién simbidtica con la planta que termina con la fijacion bioldgica de nitrégeno
atmosférico. Estas cepas causan la formacién de nodulos en Glycine max (soja), Vigna (caupi),
Macroptilium (siratro), ciertas especies de Lotus, y una amplia variedad de las leguminosas, que
también son noduladas por Mesorhizobium loti, como Acacia. Debido a que las cepas de
Bradyrhizobium son dificiles de aislar directamente del suelo, el aislamiento requiere el uso de la
planta de la leguminosa de la que se seleccionan los nédulos para el aislamiento. Bradyrhizobium
sp. produce lipoquitologosacaridos (LCO) o cominmente denominados factores Nod para controlar
la especificidad del hospedador (Dénarié et al., 1992; Carlson et al., 1993; Stacey et al., 1995).

1.1.7 Mecanismos de promocion del crecimiento vegetal en bacterias del Orden Rhizobiales.

El primer mecanismo propuesto para explicar el efecto en la promocion del crecimiento de las
bacterias del orden Rhizobiales en plantas superiores fue la Fijacion Bioldgica de Nitrogeno (FBN)
(Devron, 1983); sin embargo, cada vez se obtienen reportes de la capacidad de ciertos
bradyrhizobios y entre ellos la cepa E109 para promover el crecimiento de las no-leguminosas por
mecanismos diferentes para FBN (Cassan et al., 2009). Terouchi y Sydno (1990) probaron que
Rhizobium sp. podia adherirse de manera reversible a la superficie de monocotileddneas, de la
misma manera que se adheria a las raices de dicotileddneas. Adicionalmente, Pefia-Cabrales y

Alexander (1983) establecieron que Bradyrhizobium sp. podia crecer eficientemente sobre la
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superficie de semillas de gramineas o leguminosas durante su germinacion, pudiendo ademas,
desarrollarse en su sistema radical de manera endofitica de la misma manera que una bacteria de
vida libre. En experimentos realizados en condiciones agrondmicas, Hoflich et al. (1995)
obtuvieron importantes incrementos en el crecimiento y la produccion de materia seca por la
inoculacion de semillas de trigo (Triticum aestivum L.) y cebada (Hordeum vulgare L.) con una
cepa de referencia de Rhizobium leguminosarum. En un modelo similar, Yanni et al. (1997),
demostraron que otra cepa de la misma especie bacteriana podia colonizar eficientemente raices de
arroz (Oryza sativa L.); consecuentemente mejorar su crecimiento y aumentar su productividad en
sistemas de cultivo. En otros experimentos, Noel et al. (1996) demostraron que la inoculacién de
lechuga (Lactuca sativa L.) y canola (Brassica napa L.) con una cepa de referencia de R.
leguminosarum podia promover el desarrollo temprano del sistema radical, asi como aumentar el
nimero de raices secundarias en sistemas hidropénicos de cultivo. Estos autores, asi como Chabot
et al. (1996) establecieron que parte de la capacidad de tales cepas de R. leguminosarum podria
deberse a la presencia de mecanismos directos de promocién del crecimiento vegetal, tal como la
produccién de sideréforos, solubilizacion de fosfatos y principalmente por la produccién de
compuestos reguladores del crecimiento vegetal del tipo fitohormonas y dentro de ellas, el acido
indol-3-acético. Tien et al. (1979) fueron los primeros en sugerir que las bacterias rizosféricas,
podrian mejorar el crecimiento vegetal por excrecion de fitohormonas como el acido indol-3-acético

(AIA) vy las citocininas.

1.1.8 Auxinas y rizobacterias

Las auxinas se caracterizan por tener un anillo ciclico, por lo menos un doble enlace en el anillo
ciclico, un grupo funcional carboxilico y otro funcionalmente analogo. Son un grupo de
fitohormonas que acttian como reguladoras del crecimiento vegetal y provocan la elongacién de las
células en la regidon sub-apical y que logran reproducir el efecto fisiologico de AIA. En
rizobacterias, se han propuesto al menos seis vias metabolicas para la sintesis del AIA cinco
dependientes del aminoacido triptéfano (L-Trp) como precursor y una via independiente. Las vias
se denominan segun su intermediario: via del indol-3-piruvico (IPyA); via de la triptamina (TAM) y
via del &cido-3-acetamida (IAM), el triptéfano de la cadena lateral oxidasa (TSO), indol-3-

acetonitrilo (IAN) las cuales son dependientes de L-Trp y una via de triptéfano-independiente.

1.1.8.1 Biosintesis de auxinas en Bradyrhizobium
Actualmente para las bacterias del género Bradyrhizobium, ha sido descripta la produccién de

auxinas como parte de la capacidad promotora del crecimiento, fundamentalmente a nivel del
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desarrollo del sistema radical y en la formacion de nddulos durante la simbiosis. Se ha descripto la
capacidad de Bradyrhizobium de sintetizar AIA en diversos experimentos. Hunter (1987; 1989)
demostraron que los nddulos producidos por una cepa de B. japonicum hiperproductora de AIA
contienen mayor cantidad de hormonas, que los nédulos de la cepa control. Esto permite inferir que
la bacteria es capaz de sintetizar la auxina cuando se encuentra en el estado de bacteroide.
Minamisawa y Fukai (1991) reportaron la sintesis de AlA en diferentes cepas de B. japonicum entre
ellos la cepa USDA110 (actualmente B. diazoefficiens). Boiero et al. (2007) identificé y cuantificd
la fitohormonas AIA en cultivos de B. japonicum E109.

1.1.8.2 Catabolismo de auxinas en Bradyrhizobium

La actividad de degradacion o catabolismo de AIA implica la pérdida de actividad de la molécula o
la asimilacién como fuente de carbono y nitrdgeno. Ademas de sintetizar AlA, algunas cepas de B.
japonicum tienen capacidad de catabolizar esta molécula. A finales de la década del 80, Nielsen et
al. (1988) observaron la actividad de degradacion de AIA in vivo en B. japonicum. Este fue el
primer reporte de la degradacién de AIA. Minamisawa y Fukai (1991) no solo reportaron la
biosintesis de la auxina, sino que ademas hicieron una diferenciacion entre cepas gue sintetizaban
AlA de aquellas que no, basando su teoria en que no se podia cuantificar la fitohormona en los
cultivos de algunas cepas porque existia una actividad catabdlica fuerte. Investigaciones posteriores,
hipotetizaron que esta reaccion seria dependiente de oxigeno y que el producto final de la
degradacion seria acido antranilico (Egebo et al., 1991; Jensen et al. 1995). Resultados previos en
nuestro laboratorio, determinaron que B. japonicum E109 tiene la capacidad de degradar AlA en
cultivos conteniendo células metabolicamente activas o sobrenadantes sin células (Cassan et al.
2011).

1.1.9 B. japonicum E109 como modelo de estudio

En la década del 70, cuando se produjo la expansion del cultivo en nuestro pais, se considero la
introduccién de cepas seleccionadas de B. japonicum en semillas de soja destinadas a la produccion
agricola. Varias cepas pertenecientes al género Bradyrhizobium sp. se recibieron en Argentina a
partir de diferentes colecciones de todo el mundo para ser evaluadas en condiciones agronémicas,
incluida la cepa 2860 (anteriormente llamado USDA 138 y que corresponde al serogrupo
Bradyrhizobium japonicum USDA 6), enviada por el Departamento de Investigacion Cientifica e
Industrial (DSIR) en Nueva Zelanda. Luego de una exhaustiva evaluacion, seleccion y re
aislamiento de nodulos de soja, la cepa fue rebautizada como E109. Hasta la fecha, B. japonicum

E109 ha sido la Unica cepa recomendada por el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
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(INTA) para la inoculacién de soja debido a su capacidad para colonizar efectivamente la planta y
fijar el nitrogeno, y como consecuencia directa produce un aumento en la productividad de los
cultivos (Perticari et al. 1996). Junto con esta capacidad, se han propuesto mecanismos alternativos
para explicar la promocion del crecimiento, especialmente en no leguminosas. Boiero et al. (2007) y
Cassan et al. (2009) evaluaron in vitro e in vivo alguno de los mecanismos de promocion del
crecimiento que operan en B. japonicum E109. En tal sentido, la produccion de fitohormonas
pareceria tener un rol fundamental en los procesos de interaccion con la planta y promocion del

crecimiento en especies no-leguminosas.

1.1.10 Mecanismos de promocion del crecimiento vegetal en B. japonicum E109

Resultados previos de nuestro laboratorio (Boiero et al., 2007; Cassan et al. 2009) sugieren que esta
cepa seria capaz de promover el crecimiento de plantas inoculadas a través de la produccién de
fitohormonas y su consecuente liberacion en las formulaciones bioldgicas utilizadas para el
tratamiento de semillas. En el trabajo de Boiero et al. (2007) se han identificado y cuantificado las
fitohormonas del tipo acido indol-3-acético (AlA), zeatina (Z) y acido giberélico (AGs), producidas
y liberadas al medio de cultivo. En trabajos similares otros autores sugieren la capacidad de otras
cepas de la misma especie para mineralizar fésforo por la solubilizacion de fosfatos (Halder et al.,

1991) o captar hierro a través de la produccion de sider6foros (Chabot et al., 1996).

1.1.10 Secuenciacion masiva en cepas de Bradyrhizobium japonicum

El avance de la tecnologia de secuenciacion ha permitido secuenciar muchas especies del género B.
japonicum. En la actualidad existen 22 genomas secuenciados. El primer genoma de B. japonicum
en secuenciarse fue el la cepa USDA 6 en el afio 2011 (Kaneko et al., 2011). En 2012 se
secuenciaron cinco cepas; CCBAU 15354, CCBAU 15517, CCBAU 15618, CCBAU 25435 y
CCBAU 83623 (Tian et al., 2012). Un afio mas tarde, se secuenciaron nueve cepas; USDA 124

(https://genome.jgi.doe.gov/B370DRAFT 10443/B370DRAFT 10443.info.html), isb
(https://genome.jgi.doe.gov/Brajapis5_FD/Brajapis5_FD.info.html), in8p8
(https://genome.jgi.doe.gov/Brajapin8p8 FD/Brajapin8p8_FD.info.html), USDA 4
(https://genome.jgi.doe.qov/BrajapUSDA4 FD/BrajapUSDA4 FD.info.html), USDA 38
(https://genome.jgi.doe.gov/Braja USDA 38/Braja USDA 38.info.html), USDA 135
(https://gold.jgi.doe.gov/project?id=9850), USDA 122
(https://genome.jgi.doe.qov/YUEDRAFT 8370/YUEDRAFT 8370.info.html), 22
(https://genome.jgi.doe.qov/Brajap22/Brajap22.info.html), y USDA 123

(https://genome.jgi.doe.gov/BrajapUSDA123 FD/BrajapUSDA123 FD.info.html). En 2014 se
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secuenciaron 2 cepas de B. japonicum, SEMIA 5079 o CPAC 15 (Siqueira et al., 2014) y 1s-34
(Tsurumaru et al., 2014). En 2015, se secuenciaron las cepas FN1 (Kohlmeier et al. 2015), Is-1
(Sakata et al., 2015) y E109 (Torres et al., 2015). En 2017, se obtuvo la secuencia completa de la
cepa J5 (Kanehara y Minamisawa, 2017) y UBMA197 (Chekireb et al., 2017). Sin embargo, no
todas las cepas secuenciadas tienen su genoma cerrado completamente ya que se encuentran a nivel
de scaffold o conting. La siguiente Tabla muestra un resumen del estado de todas las
secuenciaciones de las cepas de B. japonicum.
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Tabla 2. Resumen del estado de secuenciacion de las cepas de B. japonicum

Nivel de Longitud de
Cepa ensamblaje Tecnologia de secuenciacién secuencia total
USDA 6 Complete Genome 454 GS FLX; ABI 3730 9,207,384
CCBAU 15354 Contig Illumina HiSeq2000 10,126,594
CCBAU 15517 Contig Illumina HiSeq2000 9,917,031
CCBAU 15618 Contig Illumina HiSeq2000 9,824,012
CCBAU 25435 Contig Illumina HiSeq2000 9,460,795
CCBAU 83623 Contig Illumina HiSeq2000 10,074,298
USDA 124 Scaffold 454-GS-FLX-Titanium; Hlumina 9,002,274
is5 Contig Illumina HiSeq 2000 7,588,794
in8p8 Scaffold Illumina HiSeq 2000 7,589,915
USDA 4 Scaffold 454-GS-FLX-Titanium; Hlumina 8,737,671
USDA 38 Scaffold 454-GS-FLX-Titanium; HHlumina 9,608,975
USDA 135 Scaffold 454-GS-FLX-Titanium; Hlumina 7,703,324
USDA 122 Scaffold 454-GS-FLX-Titanium; HHlumina 8,976,980
22 Scaffold Illumina HiSeq 2000 7,504,559
454-GS-FLX-Titanium; Hlumina
USDA 123 Scaffold HiSeq 2000 10,457,665
SEMIA 5079 Complete Genome 454 9,583,027
Is-34 Scaffold Ilumina MiSeq 10,326,597
FN1 Scaffold IHlumina MiSeq 9,138,496
Is-1 Scaffold Ilumina MiSeq 8,983,878
E109 Complete Genome 454 9,224,208
J5 Complete Genome Illumina MiSeq 10,138,651
UBMA197 Contig Illumina Hiseq 2*250; Miseq 2*300 10,442,239

Teniendo en cuenta estos antecedentes y considerando que en nuestro modelo de bacteria se ha
determinado que es capaz de promover el crecimiento en leguminosas por mecanismos como la
FBN vy la produccion de fitohormonas, desde mas de 40 afios debido a su uso agronémico y dado
gue no hay una compresién genémica de como estan determinados esos mecanismos de promocién
de crecimiento vegetal, la secuenciacion masiva nos permitira conocer el genoma de
Bradyrhizobium japonicum E109 de manera precisa y detallada y de este modo incrementar el
conocimiento basico sobre los mecanismos que dominan la interaccion benéfica entre plantas y

bacterias de este género y consecuentemente la mejora de inoculantes formulados con esta bacteria.
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1.2 HIPOTESIS
En base a los antecedentes, se sugirieron las siguientes hipétesis de trabajo.

1.2.1 Hipdtesis principal

El andlisis gendmico y la comprobacion fisiologica de ciertos mecanismos de promocion del
crecimiento vegetal presentes en B. japonicum E109 nos permitirdn generar un modelo més
detallado de la interaccion planta-rizobacteria y consecuentemente optimizar la funcionalidad de los

inoculantes formulados en base a este microorganismo.

1.2.2 Hipdtesis secundaria
El catabolismo del acido indol-3-acético por B. japonicum E109 modifica su comportamiento
simbiotico y saprofitico y podria utilizarse como un mecanismo de interés para la optimizacién de

los inoculantes formulados en base a esta bacteria.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivos generales

Generar un modelo funcional més detallado de la interaccion Bradyrhizobium-soja, asi como
proponer alternativas tecnoldgicas para optimizar la produccion de inoculantes en nuestro pais. En
este plan de tesis realizaremos el anlisis de la secuenciacion del genoma de B. japonicum E109, la
secuenciacion transcriptomica en diferentes condiciones experimentales relacionadas con el
metabolismo de auxinas, en particular con su catabolismo de AIA y su comprobacién molecular y
fisiologica, desde el punto de vista basico y tecnolégico.

Para ello, nos hemos planteado los siguientes objetivos generales:

1. Analizar el genoma de B. japonicum E109, las cepa mas utilizada para la formulacién de
inoculantes para soja en la Republica Argentina.

2. ldentificar secuencias relacionadas con funciones metabdlicas asociadas al metabolismo de
auxinas y particularmente el catabolismo de AIA en el genoma.

3. Secuenciar el transcriptoma de B. japonicum E109 y analizar la expresion génica en
diferentes condiciones metabdlicas relacionadas con el catabolismo de auxinas.

4. Modificar a nivel molecular, aquellas funciones metabodlicas vinculadas con el catabolismo
de auxinas (AlA) y establecer su correlacion e importancia en los procesos de interaccion

planta-microorganismo.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Realizar un analisis bioinformatico del genoma de B. japonicum E109 a nivel de los
mecanismos de promocion del crecimiento vegetal y principalmente sobre el metabolismo
de auxinas. Comparar tales mecanismos con aquellos descriptos en otras cepas del mismo
género previamente secuenciadas.

2. Secuenciar el transcriptoma de B. japonicum E109 obtenido en condiciones de cultivo
relacionadas con el catabolismo y la homeostasis bacteriana de auxinas y analizar los
resultados desde el punto de vista bioinformatico y fisiologico.

3. En base a la secuenciacion, generar variantes genotipicas para las funciones metabodlicas
que resulten de mayor interés y evaluar su comportamiento molecular, microbioldgico y
fisiolégico.

4. Correlacionar las funciones modificadas con la capacidad de B. japonicum E109 para

promover el crecimiento y desarrollo en ciertas especies vegetales.

Daniela S. Torres 55






Analisis genomico y funcional de los mecanismos de promocion del crecimiento en B. japonicum E109, la cepa mas

utilizada para la formulacion de inoculantes para soja en la Republica Argentina

CAPITULO II: Analisis genémico y funcional

del genoma de B. japonicum E109
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11.1 INTRODUCCION

Argentina es uno de los paises productores de cereales y leguminosas mas importante a nivel global.
En el caso de las leguminosas, la expansion de los cultivos ha sido y es actualmente acompafiada
por el uso de bacterias PGPR, en productos definidos particularmente como inoculantes. La soja, es
una de las leguminosas con mas area sembrada: 18 millones de hectareas en la campafa 2017-2018,

con un rendimiento aproximado de 53,5 millones de toneladas (http://www.bolsadecereales.com/),

donde al menos el 85%, en promedio, son tratados bioldgicamente con bacterias del tipo
bradyrhizobios (Piccinetti et al. 2013). La soja es un cultivo con altos requerimientos nutricionales,
donde el nitrogeno es uno de los elementos mas importantes y su disponibilidad condiciona en gran
medida la productividad de los cultivos. Uno de los mecanismos méas importantes de las PGPR, la
fijacién biologica de nitrégeno (a través de la inoculacién de las semillas con bacterias de B.
japonicum) puede aportar una gran proporciéon del N total. B. japonicum E109 es la cepa mas
utilizada en la formulacion de inoculantes desde hace varias décadas y existen muchos reportes
cientificos de su desempefio en condiciones tanto in vitro como in vivo, sin embargo hasta 2012 no
existia un abordaje molecular masivo que permitiese obtener un modelo méas detallado de los
mecanismos que operan en la cepa, ademas de la FBN, para la inoculacién de cultivos de soja. Por
ello, la secuenciacion del genoma y su posterior andlisis funcional de B. japonicum E109 nos
permitio: (1) Incrementar el conocimiento basico sobre la interaccién leguminosa-Bradyrhizobium;

(2) Conocer los mecanismos PGPR que operan en la interaccion, ademas de la FBN.

11.1.1 Secuenciacion Masiva

La secuenciacion del ADN (4cido desoxirribonucleico) es ampliamente utilizada, y es una
herramienta indispensable para la investigacion en cualquier campo de las ciencias bioldgicas.
Desde el primer genoma bacteriano, Haemophilus influenzae, que fue secuenciado completamente
en 1995, mas de 1000 secuencias gendmicas completas se han determinado en bacterias. La
tecnologia de secuenciacion del ADN ha mejorado draméticamente desde la primera generacion,
con la secuenciacion de ADN de Sanger, a los protocolos de secuenciacion actuales de nueva
generacion los cuales reducen drasticamente el tiempo y el costo de la secuenciacion de ADN.

Uno de los primeros métodos desarrollados, fue el método de "més y menos" (Sanger y Coulson,
1975) el cual era una técnica relativamente répida y simple que hizo posible la determinacion de la
secuencia del genoma del bacteridfago ®174 (Sanger et al., 1977). Tal método dependia de la
utilizacion de la ADN polimerasa para transcribir regiones especificas del ADN bajo condiciones
controladas. Otro método rapido y simple dependia de la degradacion quimica especifica del ADN

(Maxam y Gilbert, 1977) y tenia la ventaja sobre el método de "més y menos" ya que se podia
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aplicar a ADN de doble cadena y se cortaba en bases especificas de la secuencia. Luego lleg6 la
técnica de secuenciacion de ADN de Sanger, la que ha sido un método importante para la
secuenciacion de genomas bacterianos desde sus inicios. Esta metodologia se basa en la quimica de
la secuenciacion, usando un terminador de la cadena de ADN de didesoxinucleétidos (ddNTP),
molécula que carece de un grupo hidroxilo en el carbono 3' del azlicar desoxirribosa (Sanger et al.,
1977). Durante la sintesis de ADN, un desoxirribonucleétido trifosfato entrante (ANTP) puede
formar un enlace fosfodiéster entre su grupo 5' a-fosfato y el grupo 3' hidroxilo del ultimo
nucleotido. Sin embargo, si un didesoxinucledtido es incorporado en el extremo de la cadena en
crecimiento, el crecimiento de la cadena de ADN termina. Los cuatro didesoxinucledtidos utilizados
en la secuenciacion de Sanger se marcan con cuatro colorantes fluorescentes y cada colorante
representa un nucleétido particular (Smith et al., 1986). Los ddNTPs marcados con colorante se
afiaden a la mezcla de reaccion que contiene molde de la cadena simple de ADN, cebadores, ADN
polimerasa y los cuatro dNTP. Los productos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se
separan mediante electroforesis capilar de acuerdo con sus masas. Cada tinte fluorescente emite luz
tras su activacion por un laser en el extremo del capilar. Por lo tanto, la secuencia de ADN puede
ser determinada por el orden de las sefiales (Swerdlow et al., 1990).

Después de décadas de mejoras, las secuencias de hasta ~ 1 Kb de ADN se pueden obtener con una
precisién tan alta como 99.999% (Shendure y Ji, 2008). EI método automatizado de Sanger es
considerado como una tecnologia de ’primera generacion’’ y sus limitaciones han animado a los
cientificos a desarrollar nuevas tecnologias de secuenciacion.

Los nuevos métodos se conocen como la secuenciacién de segunda generacion (NGS). Estas
tecnologias de secuenciacion de “segunda generacion” se basan en diversas estrategias que se
combinan a nivel de la preparacion del molde, la secuenciacion, la posterior alineacion del genoma

y los consecuentes procedimientos de ensamblaje.

11.1.2 Tecnologias de Secuenciacion de ADN: Segunda generacion

11.1.2.1 Sistema Roche 454. Pirosecuenciacion

Roche 454 fue el primer sistema de proxima generacion con éxito comercial. Este secuenciador
utiliza la tecnologia de pirosecuenciacion (Ronaghi et al., 1996). Esta tecnologia se basa en la
deteccion de pirofosfato liberado durante la incorporacion de nucleétidos.

Para la secuenciacion con 454, lo primero que se hace es la creacion de una biblioteca de ADN
mediante fragmentacion. Brevemente, el ADN gendmico bacteriano es forzado a movilizarse a
través de un pequefio orificio por el que se seleccionan fragmentos de ADN de 300 a 800 pb.

Después de la reparacion del ADN y pulido final para la generacion de extremos romos, se afiaden

Daniela S. Torres 60



Analisis genomico y funcional de los mecanismos de promocion del crecimiento en B. japonicum E109, la cepa mas
utilizada para la formulacion de inoculantes para soja en la Republica Argentina

adaptadores de ADN, a cada uno de los fragmentos a nivel a de sus extremos. Luego de esto, cada
fragmento se une a la superficie de una perla de agarosa de 28 um de diametro y es seguido de una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en emulsion y con un cebador de secuencia
complementaria a uno de los adaptadores (Berka et al., 2005). Como resultado, varios miles de
copias de la misma secuencia de molde se generan en cada perla. Tras la emulsién, el ADN se
desnaturaliza y las perlas se depositan en placas con recubrimiento de titanio. El didmetro de los
pozos de la placa "PicoTiter" esta disefiado para permitir sélo una perla por pocillo. Posteriormente
se afiaden las enzimas, sulfurilasa y luciferasa que son necesarias para la pirosecuenciacion.
Durante la pirosecuenciacion, dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) individuales se afiaden
secuencialmente en un orden predeterminado con la ayuda de ATP sulfurilasa, luciferasa, luciferina
y ADN polimerasa. La cantidad de luz generada es proporcional al namero de dNTPs afiadido. Las
imagenes bioluminiscentes son registrados por un dispositivo de carga acoplada (CCD).
En el proceso de pirosecuenciacion, la polimerasa va incorporando nucleétidos complementarios
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP) al amplicon que sirve de molde a partir de un cebador que hibrida con
el adaptador ligado durante la creacidn de la biblioteca. Luego de la incorporacion del nucle6tido
correspondiente, éste libera un pirofosfato, que es convertido en ATP por una ATP sulfurilasa, y
gracias a la luciferasa presente en la reaccidn, se emite una sefial luminica. La cantidad de luz
generada es proporcional al nimero de dNTPs afadidos. Las imagenes bioluminiscentes son
registrados por un CCD. Después de cada medicidn, la placa se lava y comienza el ciclo con la
incorporacion del siguiente nucleétido. Debido a que la relacidn lineal entre la intensidad de la luz y
el nimero de dNTP incorporado sélo puede contener un méaximo de 6 nucleétidos, la
pirosecuenciacion tiene altas tasas de error (inserciones y eliminaciones) en repeticiones
homopolimero (Margulies et al., 2006; Metzker, 2010).
La longitud de lectura de Roche 454 fue inicialmente 100-150 pb en 2005, y podian leerse 20 Mb
por corrida (Margulies et al., 2006; Ronaghi et al., 1996). En el 2008 se puso en marcha el sistema
Titanium 454 GS-FLX el cual podia alcanzar una longitud de lectura de 700 pb con una exactitud
de 99,9% después del filtro y de salida de datos de 0,7 G por corrida, en 24 horas. A finales del
2009, Roche combiné el GS Junior en un sistema de plataforma dentro del sistema de secuenciacion
454 lo que simplifico la preparacion de la biblioteca y el procesamiento de datos, y asi la salida fue
aumentada a 14 G por corrida (Ronaghi et al., 1998; Metzker, 2010). La ventaja mas sobresaliente
de Roche es su velocidad: se tarda solo 10 horas desde el inicio hasta la finalizacion de la
secuenciacion. La longitud de lectura es una caracteristica distinguida en comparacion con otros
sistemas de NGS. Ademads, es una de las tecnologias que menor tasa de error comete. La mayor

parte de estos errores son pequefios InDels (inserciones o deleciones), que son causados por la
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presencia de homopolimeros. La intensidad de la sefial emitida por un homopolimero de 6 bases
deberia ser el doble que la de uno de 3 bases; sin embargo, la relacién de la intensidad de esa sefial
no es lineal y la precision con la que se estima el homopolimero disminuye con la longitud de éste.
Una soluciéon a este problema es el aumento de la cobertura, aunque esto no resuelve los
homopolimeros mayores de 10 nt. Al igual que ocurre en la secuenciacion Sanger, la tasa de error
aumenta con la posicion en la secuencia. En el caso de la tecnologia 454 esto se debe a la reduccion
de la eficiencia de la enzima o a la pérdida de esta, lo que provoca una reduccion en la intensidad de
sefial (Kircher y Kelso, 2010; Metzker, 2010).

11.1.2.2 Plataforma Solexa/lllumina

Es actualmente la plataforma de secuenciacién de ADN mas ampliamente utilizada. Illumina genera
secuencias de lectura mas cortas, por lo general 36 nucledtidos de longitud y fue pensado
originalmente para re-secuenciacién de genomas (Farrer et al., 2009). La quimica de secuenciacién
detrds de esta técnica se basa en la técnica de secuenciacion de ADN de Sanger (Bentley et al.,
2008). La técnica de secuenciacion de Solexa consta de dos partes, en primer lugar se realiza un
fraccionamiento del genoma, seguido de la amplificacion clonal de fragmentos de ADN. De esta
forma se crean racimos de fragmentos clonados. El siguiente paso consiste en la secuenciacion
mediante sintesis. Lo caracteristico de este sistema es el empleo de los cuatro nucle6tidos (A, C, T,
G) marcados con fluorescencia de distintos colores para la secuenciacion de los millones de racimos
presentes en la superficie de la celda de flujo. Estos nucleétidos modificados contienen
terminaciones reversibles, lo que permite que cada ciclo del proceso de secuenciacion ocurra en
presencia de los cuatro nucle6tidos simultaneamente. La longitud de las lecturas (entre 35-150 nt)
es muy inferior a la de las lecturas obtenidas mediante la tecnologia 454 (Lee y Tang, 2012) lo cual
complica el ensamblaje de genomas completos. La disociacién de la reaccion enzimatica y la
captura de imagenes permite un rendimiento 6ptimo y la capacidad de secuenciacion tedricamente
ilimitado (Mardis, 2008; Kircher y Kelso, 2010).

11.1.2.3 Plataforma SOLiD/Applied Biosystems

La plataforma sélida utiliza una biblioteca de fragmento ligado al adaptador similares a los de las
otras plataformas de proxima generacion, y utiliza un enfoque de PCR en emulsién con pequefias
perlas magnéticas para amplificar los fragmentos para la secuenciacion (Dressman et al., 2003). A
diferencia de las otras plataformas, SOLID utiliza ADN ligasa en lugar de una polimerasa y un
enfoque Unico para secuenciar los fragmentos amplificados. Antes de la secuenciacion, el ADN se

amplifica por PCR en emulsion. Las perlas resultantes, cada uno que contiene una sola copia de la
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misma molécula de ADN, se depositan sobre un portaobjetos de vidrio (Valouev et al., 2008). La
estrategia seguida por esta plataforma conlleva la union de unas sondas de 8 bases (octameros)
marcadas con fluorocromos que contienen las dos primeras bases especificas y el resto de bases
degeneradas. Las bases especificas de estos octdmeros consisten en una de las 16 posibles
combinaciones y su identidad se relaciona con un fluorocromo distinto. En cada ciclo de
secuenciacion se produce la ligacion de un octamero, se graba el color de la fluorescencia que emite
y se corta quimicamente entre las posiciones 5y 6 (eliminando asi el fluorocromo para el siguiente
ciclo y generando el grupo 5’-PO, para la union del siguiente octamero). Las secuencias se pueden
determinar en paralelo durante més de 50 millones de grupos de perlas, lo que resulta en un muy

alto rendimiento de la orden de gigabases por corrida (Ansorge, 2009; Lee y Tang, 2012).

11.1.2.3 Plataforma de Secuenciadores PGM compactos

La méquina de genoma personal lon Personal o PGM (del inglés Personal Genome Machine) y
MiSeq fueron lanzados por lon Torrent e lllumina. Ambos son de pequefio tamafio y cuentan con
tasas de rotacion rapidas, pero un rendimiento de datos limitado debido a que estan dirigidos a

aplicaciones clinicas y laboratorios pequefios.

11.1.2.3.1 lon PGM de lon Torrent

PGM utiliza tecnologia de secuencia de semiconductores. Cuando la polimerasa incorpora un
nucledtido en la molécula de ADN, se libera un protén. Al detectar el cambio en el pH, PGM
reconoce si se agrega o no el nucleétido. Cuando se adhiere el nucleétido correcto, no hay cambio
de voltaje mientras que si hay 2 nucleétidos afiadidos, se detecta doble voltaje (Flusberg et al.,
2010). PGM es la primera maquina de secuenciacién comercial que no necesita fluorescencia,
siendo un equipamiento veloz (permite lecturas de 200 pb en 2 horas y el tiempo de preparacién de
la muestra es de menos de 6 horas para 8 muestras en paralelo), barato y tiene un tamafio pequefio

para tener en laboratorios cotidianos (Liu et al., 2012).

11.1.2.3.2 MiSeq de Illumina

MiSeq utiliza tecnologia SBS (secuenciacién por sintesis) fue lanzado por Illumina. Integra las
funciones de generacion de cluster, SBS y analisis de datos en un solo instrumento en solo 8 horas.
La secuencia basada en el terminador reversible de Illumina por sintesis quimica se utilizd en esta
ingenieria innovadora. MiSeq sobresale porque permite obtener datos de mas alta integridad y un

rango méas amplio de aplicaciones, que incluyen la secuenciacion de amplicones, la verificacion de
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clonacion, ChlIP-Seq y la secuenciacién de genomas pequefios. Realiza desde lecturas de 36 pb
hasta 2 x 150 pb (Liu et al., 2012).

11.1.3 Ensamblaje de los genomas derivado de la Secuenciacion NSG

Las lecturas de secuenciacion generados por las diferentes tecnologias de secuenciacién (NSG)
oscilan desde 35 hasta 1000 pb. Para obtener el genoma completo, es necesario que los fragmentos
estén alineados y unidos entre si. Esto se logra utilizando un software especifico denominado
ensamblador.

Los ensambladores pueden unir secuencias juntas (en las regiones solapadas entre las secuencias),
basado en el supuesto de que las secuencias de dos lecturas tienen origen en el mismo lugar en el
genoma. Después del ensamblaje, se obtiene, por lo general, una coleccién de "contigs" en lugar de
un cromosoma entero. Un "contig" se define como la longitud contigua de las secuencias gendémicas
en la que el orden de las bases es conocido por un alto nivel de confianza. Un "scaffold" es una serie
de contigs cuyo orden y la orientacion se reconstruyen. El aumento de la cobertura de la
secuenciacion del genoma ayudara a reducir el namero de contigs. La limitacion de este proceso
reside en los métodos de secuenciacion, los que producen lecturas relativamente cortas comparadas
con el tamafio total del genoma. Este problema ha forzado a que la mayoria de ensambladores
desarrollados utilicen varias aproximaciones heuristicas. Dependiendo de la estrategia en la que se
basen, se clasifican en una de las tres categorias principales: aproximacion "greedy", aproximacion
OLC (overlap-layout-consensus) y aproximacion "del gréafico de Brujin" (Miller et al., 2010; Lee y
Tang, 2012).

La eleccién del enfoque a tomar depende de la caracteristica del origen de los datos ensamblados.
Por ejemplo, para el enfoque del grafico de Brujin basado en que el ensamblaje ha tenido éxito en
lecturas cortas de alta precision (<100 pb, como los generados por la tecnologia Illumina), mientras
que para el enfoque OLC o gréafico de cadena son usados comunmente para lecturas mas largas,
datos imprecisos (>200 pb, como los datos de secuencia de Roche 454 y la secuenciacion de
Sanger) (Nagarajan y Pop, 2013). Sin embargo, esto no es una disposicion exclusiva: los
ensambladores del grafico de Brujin han utilizado con éxito con mas largo lecturas mediante el uso
de una etapa de pre-procesamiento para corregir errores de secuenciacion (Pevzner et al., 2001;
Ronen et al., 2012) y ensambladores basados en solapamiento eficientes para lecturas cortas
también se han desarrollado (Simpson y Durbin, 2012).

El ensamblaje de los genomas se puede realizar mediante programas que usan un genoma de
referencia ("mapping” o ensamblaje por referencia), como es el caso de Bowtie, SOAP o Mosaik, 0

mediante ensambladores que prescinden de éste (ensamblaje de novo), entre los que encontramos
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Celera, Mira, Velvet o Newbler. ElI ensamblaje de novo se ve facilitado por las lecturas largas
obtenidas con la tecnologia 454 comparadas con aquéllas obtenidas a partir de las tecnologias
Illumina y SOLID. Por este motivo, junto a la baja tasa de error de identificacion de bases, hacen
que la tecnologia 454 sea la més usada en la secuenciacién de genomas completos (Kircher y Kelso,
2010).

El inconveniente de un ensamblaje de novo con lecturas cortas es la presencia de numerosos contigs
a los que se les debe asignar una posicién y orientacion para los scaffolds. Este proceso se ha visto
facilitado por el desarrollo de un método basado en la construccion de genotecas denominadas
"paired end" (Ng et al., 2006; Jarvie and Harkins, 2008). Esta genoteca permite determinar contigs
que deben ser contiguos pero estar separados por una region de secuencia repetida. Otro problema
de los ensamblajes de novo, causado por las regiones repetidas en los genomas, se podria solventar
con el aumento de la longitud de las lecturas obtenidas con la tecnologia 454 (Jiang et al., 2012).
Aun asi, las técnicas de tercera generacion de secuenciacion tienen el potencial para acabar con las
limitaciones gque encontramos en las técnicas de SGS respecto a la calidad de los ensamblajes, dado
gue tanto la precisién del método como la longitud de las lecturas son mayores, eliminando la
necesidad de usar genotecas "paired end" para construir el andamiaje (Schadt et al., 2010).

Asi, para obtener la secuencia completa del genoma es necesario llevar a cabo un proceso
denominado de cierre o "finishing", con el que se rellenan todos los huecos entre contigs generados
por el ensamblador. Los métodos experimentales mas utilizados para realizar esta tarea se
fundamentaban en reacciones de PCR; sin embargo, en la actualidad se han desarrollado
aproximaciones computacionales que se basan en el uso de las lecturas pareadas para llevar a cabo

un ensamblaje local en zonas conflictivas del genoma (Lee y Tang, 2012).

11.1.4 Anotacion del genoma

La anotacion de un genoma se podria definir an mas ampliamente para abarcar cualquier
informacién electronica acerca de varios tipos de datos genémicos, incluyendo datos enteros de la
secuencia del genoma y la secuencia metagenémica (Angiuoli et al., 2008). Este proceso de
anotacioén involucra la prediccion de genes codificadores de proteinas (ORFs), asi como otras
unidades funcionales del genoma, tales como ARNSs estructurales, ARNt, ARN pequefios,
pseudogenes, regiones de control, repeticiones directas e invertidas, secuencias de insercion,
transposones y otros elementos maviles.

El NCBI (Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica) proporciona un servicio de

anotacién de genomas procariotas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/) en

GenBank. Ciertos indicadores se pueden utilizar para evaluar la calidad de la anotacion de los
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genomas procariotas. EI NCBI ha establecido una relacién con otras bases de datos con el fin de
desarrollar normas para la anotacion del genoma procariota. Esta colaboracion ha dado lugar a un
conjunto de normas de anotacion aprobado y aceptado por las principales anotaciones de pipeline
(Klimke et al., 2011).

11.1.4 Procedimientos operativos estandar de anotacion (SOPs)

Los documentos procedimientos operativos estandar o SOPs (del inglés, Standar Operating
Procedures) describen los pasos de un proceso y son ampliamente adoptados en muchas disciplinas
en las que es importante que un proceso sea repetible o auditable. Los SOPs de la anotacion de un
genoma deben cumplir una serie de tareas. Se deben documentar los procesos especificos utilizados
para generar anotaciones sobre una secuencia genémica. Cada SOPs debe enumerar las entradas y
salidas del proceso de anotacion, referencia a cualquier herramienta o softwares externos que se
utilizaron y describir los pasos principales del proceso en detalle. Una anotacién SOPs a menudo
incluye una combinacion de céalculo (automatizadas) o curatoriales (manual) de una serie de pasos
de generacion de datos o procedimiento de analisis de datos. El procedimiento de anotacion debera
describirse con el suficiente detalle de manera que un experto del dominio (bioinformatica) podria
replicar la anotacién utilizando las herramientas mencionadas. Los SOPs deben incluir una
descripcion de como las salidas de los paquetes de software son interpretados, filtrados o

combinado con otras salidas (Angiuoli et al., 2008).

11.1.5 Anotaciones Rapidas utilizando Tecnologia de Subsistemas (RAST)

El servicio de anotaciones rapidas utilizando tecnologia de subsistemas, RAST (Aziz et al., 2008),
consiste de un servidor de anotacion automatica de genomas microbianos, edificados sobre el marco
proporcionado por el sistema SEED. El SEED integra continuamente diferentes tipos de datos
genodmicos de una variedad de fuentes. Estos incluyen genomas publicos anotado por RAST (Aziz
et al., 2008), anotaciones de usuario expertos, datos de modelado metabdlicos (Henry et al., 2010;
Devoid et al., 2013), datos de expresion, referencias bibliograficas que verifican anotaciones
(Canese et al., 2002) y los enlaces a los datos de otros recursos populares, incluyendo Swiss-Prot
(Apweiler et al. 2013), GenBank (Benson et al., 2013), IMG (Markowitz et al., 2012), KEGG
(Kanehisa et al., 2012), y DDC (Marchler-Bauer et al., 2013). EI SEED también permite a los
usuarios navegar por la coleccion actual de los subsistemas, que son proteinas agrupadas segun en
su funcion (Overbeek et al., 2005).

RAST estd disefiada para realizar consistentemente anotaciones comparables en calidad a los

producidas por los mejores anotadores humanos y extender esas anotaciones a tantos genes que
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codifican proteinas en el mayor nimero posible de genomas. La adicion continua de nuevos
subsistemas que cubren previamente las regiones no anotadas de los genomas, y el continuo control
de calidad de los subsistemas existentes son fundamentales para la mejora de las anotaciones en
SEED vy su propagacion a través de FIGfams en RAST (Overbeek et al., 2005; Aziz et al., 2008;
Devoid et al., 2013; Meyer et al., 2009; Davis et al., 2013). Los genomas publicos anotados en
RAST son introducidos en SEED y se incluyen en la curacion de SEED.
SEED=>FIGfam=>RAST=>SEED el ciclo estd en el corazon de las anotaciones a basadas en
SEED.

11.1.6 KEGG (Kyoto Enciclopedia de Genes y Genomas)

Kyoto Enciclopedia de Genes y Genomas, es un recurso bioinformatico que integra 15 bases de
datos principales y es utilizado para la comprensién y utilidades de la célula o el organismo a partir
de la informacion generada del genoma (Kanehisa et al., 2012, 2004). Este sistema de auto-
suficiencia se convierte en una representacion por ordenador de la célula y el organismo, y tal vez la
biosfera, asi que permite el analisis in silico de sistemas bioldgicos. KEGG es ampliamente
utilizado para el andlisis de varios tipos de datos de biologia molecular con el fin de obtener pistas

de funciones de orden superior (Kanehisa et al., 2012).

11.1.6.1 Vias metabdlicas por KEGG

Las vias metabdlicas KEGG son diagramas que representan el conocimiento de la interaccién
molecular y redes de reaccion para el metabolismo, procesamiento de la informacion genética y de
la informacion ambiental, los procesos celulares, entre otros. Cada mapa se dibuja manualmente con
un software propio llamado KegSketch, resumiendo la evidencia experimental en la literatura
publicada. Las cajas de mapas metabdlicos normales y lineas de los mapas metabdlicos globales,
tanto para grupos ortdlogos KEGG (KO), también estan vinculados a enzimas identificadas por

numeros EC y las reacciones identificadas por nimeros R (Kanehisa et al., 2012).

Daniela S. Torres 67



Analisis genomico y funcional de los mecanismos de promocion del crecimiento en B. japonicum E109, la cepa mas

utilizada para la formulacion de inoculantes para soja en la Republica Argentina

11.2 METODOLOGIA

11.2.1 Material Biologico

B. japonicum E109 fue provista por el Banco de cepas del Instituto de Microbiologia y Zoologia
Agricola (IMYZA-INTA) Castelar.

11.2.2 Obtencién del material genético

Para la extraccion del ADN genémico se utilizaron Kits comerciales NucleoSpin® de la firma
Macherey-Nagel, con un rendimiento tipico de 25-30 pg cada 100 pl de buffer. El procedimiento se
ajusto sobre cultivos bacterianos en fase exponencial y se tomaron alicuotas de 500 pl a una DOsgs
aproximadamente de 1.0 equivalente a un titulo de 1.0x10° ufc.ml. Para la utilizacion del ADN
con fines analiticos, las muestras fueron analizadas a nivel de su concentracion por el uso de un
fluorémetro Nanodrop® y a nivel de su grado de pureza a través de una electroforesis en geles de

agarosa y la relacion DOzsor20.

11.2.3 Secuenciacién del genoma de la cepa de B. japonicum E109

La secuenciacién del genoma de B. japonicum E109 fue realizado sobre la base de un consorcio
internacional conformado y liderado por el Laboratorio de Fisiologia vegetal y de la interaccién
planta-microorganismo de la Universidad Nacional de Rio Cuarto y constituido por la Plataforma
Gendmica y Bioinformatica del Instituto de Agrobiotecnologia Rosario (INDEAR); el Instituto de
Microbiologia y Zoologia Agricola, (IMYZA-INTA) Castelar; el Instituto Leloir de Buenos Aires;
la Universidad de Granada; la Universidad Catélica de Leuven de Bélgica, la Universidad de Lyon
de Francia y el TAGC Institute en Norwich en Reino Unido.

Para la secuenciacion, se realizaron dos procedimientos complementarios, el método del "whole
genome shotgun" (WGS) y el método de "paired ends" de 8 Kb. Para ambos procedimientos, se
utilizo la tecnologia Roche 454 GS FLX con un pirosecuenciador Titanium. El conector utilizado
para la creacion de la genoteca fue el linker Titanium. Ademas, fue realizado el ensamblado de novo
mediante el ensamblador Newbler v2.9 con el parametro URT (Roche). Se estim6 una profundidad
de secuenciacion de 16X y un tamafio esperado de 7,9 Mb. Las determinaciones cuantitativas de la
secuenciacion, denominadas meétricas, de las dos secuenciaciones de B. japonicum E109 se
obtuvieron  mediante el software PRINSEQ  (Schmieder y  Edwards, 2011)

(http://prinseq.sourceforge.net/). Ademas, para la construccion del mapa gendémico se utilizé la

herramienta CGView Comparison Tool (Grant et al., 2012)

(http://stothard.afns.ualberta.ca/downloads/CCT/). Para la visualizacion del ensamblaje se utiliz6 el

programa Geneouis R7 (Kearse et al., 2012). La anotacién del genoma se llevo a cabo utilizando los
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SOPs del Servicio integrado para el analisis gendmico o ISGA (Hemmerich et al., 2010) y del
servidor de anotacion RAST (Aziz et al., 2008) y KEEG (Kanehisa et al., 2012).

11.2.4 Contenido plasmidico y electroforesis en gel de campo pulsétil (PFGE)

Este procedimiento fue realizado en colaboracion con el grupo de Ecologia Microbiana de la
Universidad de Lyon, Francia. Para ello, los perfiles de los plasmidos presentes en E109 fueron
determinados mediante la técnica de electroforesis en gel de agarosa modificado por Eckhardt,
como se describi6 previamente por Mavingui et al. (2002). Brevemente, la cepa E109 fue cultivada
a 30°C en medio EMA (Vincent, 1970) hasta la fase semilogaritmica, y se recolectdé por
centrifugacion a 5000 X g. El pellet fue lavado dos veces en buffer Tris EDTA o TE (10 mM Base
TrisapH 7,5, 0,1 mM EDTA) y finalmente se resuspendié en TE para lograr una concentracion de
5x10° ufc.ml. Un volumen idéntico de 1.6% de agarosa de bajo punto de fusién (Euromedex,
Mundolsheim, Francia) preparada en agua fue agregada a la suspension celular. La mezcla fue
vertida en moldes (100 pl pozo?; Bio-Rad Laboratories) y enfriada a 4°C durante 30 min. Los
tapones de agarosa conteniendo a los microorganismos fueron tratados con 1.2 mg.ml? de lisozima
(Roche, Meylan, Francia) durante 24 horas a 37°C, se enjuagaron brevemente con TE, y luego se
trataron durante 48 h a 37°C con 2 mg.ml* de proteinasa K (Euromedex) disuelta en 0.5 M de
EDTA que contiene 1% sarkosyl (Sigma, St Quentin Fallavier, Francia). Los tapones se lavaron a
continuacion en un buffer TE y se almacenaron a 4°C en 0.5M EDTA hasta su uso. La técnica de
PFGE fue llevada a cabo en un sistema Chef-DRIII (Bio-Rad Laboratories) a 14°C en un gel de
agarosa al 0.8% (Agarosa certificada para campo pulsatil; Bio-Rad Laboratories) en 0.5X de buffer
TBE (Tris-borato-EDTA) (Euromedex). Las condiciones de migracion para la separacion de los
plasmidos fueron 5 V cm™ durante 15 h con un tiempo de interrupcién de 20 a 40 s y un angulo de
campo de 120°, seguido por 3.5 VV cm™ durante 30 h con un tiempo de interrupcién de 120 a 240 s y
un angulo de campo de 120°C. Para la separacion de los mayores replicones, las condiciones fueron
4.5 V cm? durante 60 h con un tiempo de interrupcién de 70 a 160 s y un angulo de campo de
120°C. Los tamafios de los plasmidos fueron estimados mediante el uso de marcadores de peso
molecular y en comparacién con aquellos presentes en algunas cepas bacterianas empleadas como

control.

11.2.5 Andlisis funcional in silico de los mecanismos de promocion de crecimiento en B.
japonicum E109 mediante RAST y KEGG
Luego de la secuenciacion, se llevé a cabo la anotacion del genoma a través de RAST (Aziz et al.,

2008) (http://rast.nmpdr.org/rast.cqi). El analisis in silico de los sistemas biolégicos se realizé a
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través  de KEEG (Kanehisa et  al., 2004; Kanehisa et al, 2012)
http://www.genome.jp/keqgg/pathway.html). Abordamos ademas, el analisis del metabolismo de

auxinas relacionado con la hipétesis alternativa de esta tesis.
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11.3 RESULTADOS
11.3.1 Secuenciacion, ensamblaje y cierre del genoma de B. japonicum E109
La secuencia completa del genoma de B. japonicum E109 fue desarrollada por el método de WGS y
la estrategia 8-kb paired-end con el pirosecuenciador Roche 454 GS FLX Titanium en INDEAR,
resultando en una cobertura del genoma de 24X. Los reads de secuenciacion se ensamblaron de
novo (Newbler version 2.9), lo que dio como resultado 142 contigs ordenados en 4 scaffolds (> 737
kp cada uno; Nso, 4.081.299 pb) correspondientes a un unico replicén (revelado mediante andlisis
Echkardt, que se detalla a continuacion). Los cierres de los huecos intra e inter scaffolds se lograron
mediante una observacion detallada de las lecturas de secuencia relevantes utilizando la plataforma
de software Geneious R7 (Kearse et al., 2012) con los parametros definidos por defecto. El cierre
del genoma, se llevd a cabo en colaboracion con el Laboratorio de Ecologia Genética de la
Rizbsfera-CSIC y el Departamento de Genética de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Granada, Espafia bajo la direccién del Dr. Francisco Martinez-Abarca Pastor.
En la Tabla 3, se detalla la informacidn obtenida a partir de la secuenciacién del genoma de B.

japonicum E109.

Tabla 3. Datos obtenidos a partir de la secuenciacién del genoma de B. japonicum E109

Bradyrhizobium japonicum cepa E109

Nivel de ensamblaje Completo
Tecnologia de secuenciacion 454 GS FLX Titanium
Cobertura del genoma 24X

Método de ensamblaje Newbler v. 2.9
Longitud de secuencia total 9,224,208
Numero total de cromosomas y plasmidos 1
Contenido G+C 63.6%

Los datos de la secuenciacion se encuentran detallados en el Anexo 1. Las métricas obtenidas con el

software PRINSEQ, para ambas secuenciaciones se encuentran en el Anexo 2y 3.

11.3.2 Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) de B. japonicum E109

La PFGE es una técnica utilizada para la separacion de moléculas grandes de ADN mediante la
aplicacion a una matriz de gel de un campo eléctrico que cambia periédicamente de direccion. El
objetivo de esta técnica fue evaluar si E109 poseia plasmidos en su genoma. En el caso de nuestro

analisis, los resultados de tal metodologia se resumen en la Figura 1.
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=Marcador
S. cerevisiae)

Figura 1. Fotografia del gel obtenida de PFGE, donde se puede observar un banda débil en la
corrida de E109 correspondiente al cromosoma de la bacteria. En la misma gréfica se presentan los

resultados de las determinaciones realizadas para Azospirillum brasilense.

El andlisis PFGE de B. japonicum E109, mostro que no hay banda visible en el gel Eckhardt (gel de
plasmidos) y hay una banda débil en PFGE, indicando solo la presencia de un replicon; sin
embargo, aunque el cromosoma migra a acerca de 2.2 Mb, no se puede estimar su tamafio por
PFGE ya que esta metodologia es poco precisa para elementos de gran tamafio. En base a los
resultados de ambas secuenciaciones y del PFGE se realizo el analisis de la estructura general del
genoma de B. japonicum E109 comparandolos con otras cepas del mismo género y especie.

11.3.3 Analisis genémico de B. japonicum E109

Para el analisis gendmico de E109 utilizamos las herramientas RAST y las comparamos con las
siguientes bacterias; B. japonicum USDAG6, B. diazoefficiens USDA110, Bradyrhizobium sp.
S23321, ORS 278 y BTAI1. En la Tabla 4, se detallan las caracteristicas generales.
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Tabla 4. Caracteristicas generales del genoma de B. japonicum E109 en comparacion otras cepas de

la misma especie y género.

Generalidades B. japonicum B. diazoefficiens Bradyrhizobium sp.
E109 USDA 6 USDA110 S23321 ORS 278 BTAIl
Tamafio 9,224,208 9,207,384 9,105,828 7,231,841 7,456,587 8,493,513
Contenido G-C 63,6 63,67 64,01 64,3 65,5 64.8
Numero de RNA 58 58 52 49 56 58
Numero de
secuencias 8719 8846 8317 6977 6838 7622
codificantes
En subsistemas 3302 3060 2696 2735 2171 2840
no hipotéticos 3126 2899 2519 2599 2072 2668
hipotéticos 176 161 177 136 99 172
No en subsistemas 5417 5786 5899 4242 4667 4782
no hipotéticos 2262 2087 1743 1539 2169 2364
hipotéticos 3155 3699 4156 2703 2498 2418
Nimero de 510 496 496 470 427 465

Subsistemas

En esta tabla se resumen las caracteristicas mas representativas de cada uno de los genomas
comparados, segun RAST de acuerdo a los diferentes subsistemas, de los que se pueden extraer el
conjunto de familias de proteinas disponibles.

A continuacion se mostrara la representacion grafica del cromosoma de B. japonicum E109 y luego
la comparacion de nuestra cepa de estudio con otras bacterias utilizando el programa CGView

Comparison Tool (Grant et al., 2012).
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Bradyrhizobium japonicum E109

Figura 2. Representacion circular del cromosoma de B. japonicum E109. Los dos circulos externos
muestran las secuencias codificantes, representadas como flechas azules, presentes en la cadena
sentido (el externo) y antisentido de la molécula. Los circulos interiores indican el contenido GC
relativo (en negro) y la desviacion GC (verde/morado). Esta imagen fue generada por CGView
Comparison Tool (Grant et al., 2012).

Ademas de la representacion grafica, utilizamos otra herramienta del programa CGView
Comparison Tool (Grant et al., 2012) que permite comparar genomas. En las siguientes figuras se
muestran las comparaciones con: B. japonicum USDA38, USDAG6 y SEMIA 5079; B. elkanii 587,
USDA76 y USDA3254; Bradyrhizobium sp. BTAIl y ORS278.
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Figura 3. Representacion circular de la comparacion de los cromosomas de B. japonicum E109
comparada con el equivalente en B. japonicum USDA38 (BLAST 1, rojo), USDA6 (BLAST 2,
verde) y SEMIA 5079 (BLAST 3, azul). Los dos circulos mas externos muestran los genes

presentes en la cadena sentido (el externo) y antisentido.
De la representacion grafica, de la Figura 3, obtenida por la comparacion de E109 con otras cepas

de la misma especie, podemos observar que B. japonicum USDAG es las mas similar a E109 debido

a que comparten secuencias codificantes de ambos genomas.
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Figura 4. Caracteristicas generales de la secuencia del cromosoma de B. japonicum E109
comparada con B. elkanii 587 (BLAST 1, rojo), USDA76 (BLAST 2, verde) y USDA3254 (BLAST
3, azul). Los dos circulos mas externos muestran las secuencias codificantes (flechas azules)

presentes en la cadena sentido (el externo) y antisentido.
En la Figura 4 observamos la representacion comparativa de E109 con cepas de otras especie,

observando que la similitud compartida de las secuencias codificantes es menor respecto a aquellas

cepas de la misma especie.
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Figura 5. Caracteristicas generales de la secuencia del cromosoma de B. japonicum E109
comparada con Bradyrhizobium sp. BTAIl (BLAST 1, rojo) y ORS278 (BLAST 2, verde). Los dos
circulos méas externos muestran las secuencias codificantes (flechas azules) presentes en la cadena

sentido (el externo) y antisentido.

En la Figura 5, donde esta representado graficamente la comparacion de E109 con bacterias del
mismo género, observamos que las dos cepas son las que menos similitud comparten con nuestra
cepa de interés.

De las figuras observadas, podemos inferir que B. japonicum E109 tiene mayor similitud con la
cepa USDAG y que muchas de los secuencias codificantes identificadas en su genoma se comparten
con las bacterias comparadas. Sin embargo, la semejanza es mayor con las cepas de la misma
especie, y a medida que se alejan del arbol filogenético se van perdiendo similitud como

consecuencia de la biologia y diversidad de las especies.

11.3.4 Analisis funcional del genoma de B. japonicum en base a RAST y KEEG
La herramienta RAST (Aziz et al., 2008) realiza un andlisis de los genes y clasificacion de ellos en

subsistemas, como asi también un analisis comparativo y otras formas de pruebas. KEGG es
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utilizado para la comprension y utilidades de la célula o el organismo a partir de la informacion
generada del genoma (Kanehisa et al., 2004; Kanehisa et al., 2012). Con el uso de estas
herramientas, observamos la clasificacion del genoma en subsistemas y en los mapas de las

diferentes vias metabolicas para B. japonicum E109.

11.3.4.1 Clasificacion en subsistemas segiin RAST
A continuacién observaremos la clasificacion en subsistemas del genoma de E109 como también de
los genomas de bacterias de la misma especie y/o género.

B. japonicum E109

Subsystem Statistics | Features in Subsystems

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

W Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (347)
m Cell wall and Capsule (145)

W Virulence, Disease and Defense (135)

@ W Potassium metabolism (14)

W Photosynthesis (0)

Miscellaneous (76)

B Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (8)
Membrane Transport (384)

W Iron acquisition and metabolism (51)

RMNA Metabolism (172)

W Nucleosides and Nucleotides (124)

Protein Metabolism (282)
/ | Cell Division and Cell Cycle (31)

e Motility and Chemotaxis (204)

W Regulation and Cell signaling (148)
Secondary Metabolism (9)

DMA Metabolism (133)

W Fatty Acids, Lipids, and Isoprencids (306)
W Nitrogen Metabolism (83)

m Dormancy and Sporulation (4)

W Respiration (270}

| Stress Response (215)

Metabolism of Aromatic Compounds {168)
Amino Acids and Derivatives (610)

Sulfur Metabolism {147)

Phosphorus Metabolism {69)
Carbohydrates (66%)

FEE@EE

Figura 6. Clasificacion en subsistemas segiin RAST del genoma de B. japonicum E109

En la Figura 6 observamos la clasificacion en los subsistemas de RAST, indicando el nimero de

secuencias codificantes asociadas a cada una de las funciones.
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B. japonicum USDA6

Subsystem Statistics ‘ Features in Subsystems |

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (407)
35%
65%

Virulence, Disease and Defense (111)
Potassium metabolism (14)
Photosynthesis {0)

Miscellaneous (85)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (&)
Membrane Transport (323)

Iron acquisition and metabolism (18)
RMNA Metabolism (163)

Mucleosides and Mucleotides (123)
Protein Metabolism (254)

Cell Division and Cell Cycle (29)

Motility and Chemotaxis (123)

Regulation and Cell signaling (119)
Secondary Metabolism (7)

DMNA Metabolism (147)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (320)
Mitrogen Metabolism (74)

Dormancy and Sporulation (4)
Respiration (254)

Stress Response (204)

Metabolism of Aromatic Compounds {140)
Amino Acids and Derivatives (668)

Sulfur Metabolism {149)

Phosphorus Metabolism (58)
Carbohydrates (563)

FEHEBEE
|

Cell wall and Capsule (159)
Figura 7. Clasificacion en subsistemas segin RAST del genoma de B. japonicum USDA6

B. diazoefficiens USDA110

Subsystem Statistics ‘ Features in Subsystems

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

W Cofacters, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (380)
32%
GBR

Virulence, Disease and Defense (102)
Potassium metabolism (32)
Photosynthesis (0)

Miscellaneous (71)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (0}
Membrane Transport (246)

Iron acquisition and metabolism (22)
RMA Metabolism (197)

MNucleosides and Mucleotides (133)
Protein Metabolism (268)

Cell Division and Cell Cycle (27)

Motility and Chemotaxis (108)

Regulation and Cell signaling (95)
Secondary Metabolism (17)

DNA Metabolism (1435)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (224)
Mitrogen Metabolism (109)

Dormancy and Sporulation {4)
Respiration (280)

Stress Response {166)

Metabolism of Aromatic Compounds (139)
Amino Acids and Derivatives (609)

Sulfur Metabolism (28)

Phosphorus Metabolism (51)
Carbohydrates (590)

HEE®
|

BEEE

Cell Wall and Capsule (145)
Figura 8. Clasificacion en subsistemas segiin RAST del genoma de B. diazoefficiens USDA110
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B. elkanii 587

Subsystem Statistics | Features in Subsystems |

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

W Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (383)
354

W Virulence, Disease and Defense (123)

@ W Potassium metabelism (14)

W Photosynthesis (0}

Miscellaneous (86)

m Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (9)
Membrane Transport (346)

W Iron acquisition and metabolism (10)
RNA Metabolism (122)

W Nucleosides and Nucleotides (109)
Protein Metabolism (212}

m Cell Division and Cell Cyde (35)

Motility and Chemotaxis (64)

W Regulation and Cell signaling (143)
Secondary Metabolism (2]

DMNA Metabolism (98)

W Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (325)
W Nitrogen Metabolism (79)

Dormancy and Sporulation (3)
Respiration {244)

Stress Response (177)

Metabaolism of Aromatic Compounds (138)
Amino Acids and Derivatives (706)

Sulfur Metabolism {132}

Phosphorus Metabolism (54)
Carbohydrates (594)

FEEEEEB

m Cell wall and Capsule (82)
Figura 9. Clasificacion en subsistemas segun RAST del genoma de B. elkanii 587

Bradyrhizobium sp. ORS278

Subsystem Statistics | Features in Subsystems

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (254)
32%
68

Virulence, Disease and Defense (87)
Potassium metabolism (36)
Photosynthesis {10)

Miscellaneous (85)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (0}
Membrane Transport (119)

Iron acquisition and metabolism {16)
RMA Metabolism (173)

MNucleosides and Mucleotides (113)
Protein Metabolism (261)

Cell Division and Cell Cycle (22)

Motility and Chemotaxis (75)

Regulation and Cell signaling {80)
Secondary Metabolism (5)

DNA Metabolism (88)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenocids {177)
Nitrogen Metabolism (110)

Dormancy and Sporulation (2)
Respiration {249)

Stress Response {154)

Metabolism of Aromatic Compounds {104)
Amino Acids and Derivatives (482)

Sulfur Metabalism (94)

Phosphorus Metabaolism {56)
Carbohydrates (414)

Cell Wall and Capsule (124)
Figura 10. Clasificacion en subsistemas segiin RAST del genoma de Bradyrhizobium sp. ORS278
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Bradyrhizobium sp. BTAI1

Subsystem Statistics | Features in Subsystems

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (379)
Cell Wall and Capsule (135)

Virulence, Disease and Defense (134)
Potassium metabolism (0)

Phatosynthesis (11)

Miscellaneous {114)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids {0}
Membrane Transport {168)

Tron acquisition and metabaolism (2)

RMA Metabolism (194)

Mucleosides and Nucleotides (111)
Protein Metabolism (283)

Cell Division and Cell Cycle (30}

Motility and Chemotaxis (98)

W Regulation and Cell signaling (114)
Secondary Metabolism (5)

DMNA Metabolism (136)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprencids (211)
Nitrogen Metabolism (140)

Dormancy and Sporulation {3)

Respiration (334)

Stress Response (157)

Metabolism of Aromatic Compounds {158)
Amino Acids and Derivatives (554)

Sulfur Metabolism {135)

Phosphorus Metabolism (55)
Carbohydrates (512)

Figura 11. Clasificacion en subsistemas segun RAST del genoma de Bradyrhizobium sp. BTAI1

Bradyrhizobium sp. S23321

Subsystem Statistics | Features in Subsystems

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (335)
Cell Wall and Capsule (128)

Virulence, Disease and Defense (106)
Potassium metabolism (14)
Photosynthesis {10)

Miscellaneous (67)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (&)
Membrane Transport (262)

Iron acquisition and metabolism (19)

RNA Metabolism (170)

Mucleosides and Nucleotides (125)
Protein Metabolism {233)

Cell Division and Cell Cycle (15)

Maotility and Chemotaxis (127)

Regulation and Cell signaling {98)
Secondary Metabolism (4)

DNA Metabolism (122)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprencids (200)
Mitrogen Metabolism {77)

Dormancy and Sporulation (1)
Respiration {230)

Stress Response (175)

Metabolism of Aromatic Compounds {107)
Amino Acids and Derivatives (592)

Sulfur Metabolism (113)

Phosphorus Metabolism (49)
Carbohydrates (479)

Figura 12. Clasificacion en subsistemas segiin RAST del genoma de Bradyrhizobium sp. S23321
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En la Tabla 5 se observa la clasificacion de los subsistemas por RAST de B. japonicum E109,
USDAG, B. diazoefficiens USDA110, B. elkanii 587, Bradyrhizobium sp. ORS 278, BTAIil y
S23321.

Tabla 5. Clasificacion de los Subsistemas de RAST de las cepas de Bradyrhizobium

Clasificacion de los Subsistemas E109 USDA6 USDA110 587 ORS278 BTAIil S23321
Cofactores, Vitaminas, Grupos prostéticos, 347 407 380 383 254 379 335
Pigmentos
Pared celular y Capsula 145 159 145 82 124 135 128
Virulencia, Enfermedad y Defensa 135 111 102 123 87 134 106
Metabolismo de Potasio 14 14 32 14 36 0 14
Fotosintesis 0 0 0 0 10 11 10
Varios 76 85 71 86 85 114 67
Fagos, Profagos, Elementos transponibles, 8 6 0 9 0 0 6
Plasmidos
Transporte de membrana 384 323 246 346 119 168 262
Adquisicion de hierro y metabolismo 51 18 22 10 16 2 19
Metabolismo de ARN 172 163 197 122 173 194 170
Nucledsidos y Nucleétidos 124 123 133 109 113 111 125
Metabolismo de proteinas 292 254 269 212 261 283 233
Division celular y Ciclo celular 31 29 27 35 22 30 15
Movilidad y Quimiotaxis 204 123 106 64 76 98 127
Regulacion y Sefializacion celular 148 119 95 143 80 114 98
Metabolismo secundario 9 7 17 9 5 5 4
Metabolismo de ADN 133 147 145 98 88 136 122
Acidos grasos, Lipidos e Isoprenoides 306 320 234 325 177 211 300
Metabolismo de Nitrégeno 83 74 109 79 110 140 77
Dormicién y Esporulacién 4 4 4 3 2 3 1
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Respiracion 270 254 280 244 249 334 230
Respuesta a Estrés 215 204 166 177 154 157 175
Metabolismo de compuesto aromaticos 168 140 139 138 104 158 107
Aminoacidos y derivados 610 668 609 706 482 554 592
Metabolismo del sulfuro 147 149 98 132 94 136 113
Metabolismo del fosforo 69 58 51 64 56 55 49
Carbohidratos 669 563 590 594 414 512 479

De la Tabla 5, podemos deducir que E109 comparte una mayor similitud en los conjuntos de
proteinas con las cepas USDA6 y USDA110, tal como habiamos observado en el analisis genémico.
A modo de ejemplo, podemos mencionar que en el metabolismo del nitrégeno las secuencias
codificantes son diferentes para cada uno de los organismos ya que E109, USDA 6, USDAL110, 587,
ORS278, BTAIil y S23321 tienen 83, 74, 109, 79, 110, 140 y 77 secuencias codificantes,
respectivamente. Otro ejemplo de las secuencias codificantes clasificadas segin RAST, es la
respuesta a estrés que para el caso de B. japonicum E109 son 215, mientras que para USDAG,
USDA110, 587, ORS278, BTAIl y S23321 son 204, 166, 177, 154, 157 y 175 respectivamente.
Para el subsistema de quimiotaxis y movilidad, las secuencias de E109 son también superiores en el
nimero de secuencias codificantes que para el resto de los microorganismos comparados. Esto
podria ser un indicativo de que E109 tendria mayor secuencias codificantes para enfrentar
situaciones sub-6ptimas de crecimiento. En conjunto, ambos factores, estarian relacionados con la
supervivencia bacteriana en la rizésfera, lo que podria determinar parte de su éxito en la seleccion
como microorganismo de interés para la agricultura.

Para profundizar el analisis funcional del genoma de E109, detallaremos algunas de las vias
metabolicas mas representativas del genoma utilizando KEGG (Kanehisa et al., 2004; Kanehisa et

al., 2012), que nos permite visualizar el metabolismo en mapas.

11.3.4.2 Clasificacién en vias metabdlicas segun KEGG

La base de datos KEGG PATHWAY es una coleccion de diagramas gréaficos dibujados
manualmente, Ilamados mapas de vias KEGG, que representan rutas moleculares para cada
metabolismo. Cada ruta se identifica con un nimero de cinco digitos precedido por uno de los

siguientes: mapa, ko, ec, rn y codigo de organismo de tres o cuatro letras (para el caso de B.
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japonicum E109 se identifica de la siguiente manera bjp00910: metabolismo del nitrogeno).

También se utiliza una notacion, que es la siguiente:

:l Indica producto de un gen

[: Indica otro mapa

O  Indica otra molécula, mayormente un compuesto quimico

Los recuadros verdes estan hipervinculados a GENES convirtiendo nimeros K (identificadores KO)
en identificadores de genes en la via de referencia, lo que indica la presencia de genes en el genoma

y también la integridad de la via.

11.3.4.2.1 Metabolismo de Nitrégeno: reduccion y fijacion

La FBN es uno de los mecanismos de promocion de crecimiento vegetal mas extensamente
estudiados en las bacterias PGPR, y esto es debido a que hay numerosos reportes de las diferencias
positivas en el crecimiento vegetal entre una leguminosa vegetal inoculada de una control. En la

siguiente figura observaremos el metabolismo de nitrégeno.
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Figura 13. Via metabdlica relacionada al metabolismo del nitrégeno, de acuerdo al diagrama de
KEGG (Kanehisa et al., 2004), para B. japonicum E109.

Uno de los mecanismos directos de promocion de crecimiento vegetal que mas ha sido estudiado es
la FBN. B. japonicum E109 es capaz de llevar a cabo este proceso a través de las enzimas
nitrogenasas cadena  (Mo-Fe) (EC: 1.18.6.1). La desnitrificacion es incompleta, debido a que el
nitrito es convertido a 6xido nitrico por la enzima nitrito reductasa (conteniendo cobre) (EC:
1.7.2.1) y luego esto pasa a 6xido dinitrégeno por la enzima 6xido nitrico reductasa (EC: 1.7.99.7).
La amonificacion, es la conversion de nitrito de amonio, y es llevada a cabo por la enzima nitrito
reductasa subunidad larga (EC: 1.7.1.4) y nitrito reductasa (ferredoxina) (EC: 1.7.7.1). Por ultimo
queda mencionar la asimilacion de amonio, donde el amonio es convertido a L-glutamina por la
glutamina sintetasa tipo 1 (EC: 6.3.1.2). Luego la glutamina pasa a glutamato por accién de la
enzima glutamato sintasa (EC: 1.4.1.13), asparagina sintetasa (hidrolizante de glutamina) (EC:

6.3.5.4) y la glutamato sintasa dependiente de ferredoxina (EC: 1.4.7.1).
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11.3.4.2.2 Quimiotaxis y Movilidad

La quimiotaxis es la capacidad que tienen ciertos microorganismos para percibir gradientes de
concentracion de sustancias y a su vez dirigir su movimiento a favor o en contra de ese gradiente.
Esto les permite encontrar condiciones 6ptimas para su crecimiento y supervivencia. La movilidad
bacteriana tiene como ventaja el desplazamiento orientado en respuesta a estimulos externos. En la
Tabla 6 estan clasificados los subsistemas quimiotaxis y movilidad segun RAST para E109 y las

cepas utilizadas para comparar.

Tabla 6. Subsistemas de movilidad y quimiotaxis de diferentes Bradyrhizobium de acuerdo a la

clasificacion en subsistemas y funciones de RAST.

Movilidad y Quimiotaxis E109 USDA6 USDA110 587 S23321

Movilidad y Quimiotaxis 62 41 0 32 39

Quimiotaxis bacterial 62 41 0 32 39
Movilidad flagelar en Procariota 142 82 106 32 88

Flagelo en Campylobacter 10 11 10 5 12

Flagelo 78 71 67 27 76

Movilidad social y swimming no flagelar en

bacterias ° 29 0 0
Total de ORFs deducidos 204 123 106 64 127

De esta comparacion, podemos deducir que E109 es la cepa con mayor cantidad de secuencias
codificantes. Las cepas USDA6 y S23321 poseen similar cantidad de secuencias codificantes para
la quimiotaxis, mientras que las cepa USDA110 posee igual nimero de secuencias de movilidad

flagelar.
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Figura 14. Via metabdlica relacionada al sistema de quimiotaxis bacteriana, de acuerdo al diagrama
de KEGG (Kanehisa et al., 2004), para B. japonicum E109.

En cuanto a la quimiotaxis bacteriana, en el genoma de E109 se han detectado varias secuencias que
codifican para MPC, CheA, CheR, CheW, CheY y CheB. Las MCP o proteinas quimiotacticas que

aceptan grupos metilo son capaces de detectar diferentes gradientes quimicos e interactGan con

proteinas del espacio periplasmatico. Luego, la sefial detectada es trasmitida desde la membrana al

citosol, activando de esta manera a las proteinas denominadas Che. Las proteinas Che, segun si el

receptor ha detectado un repelente o atrayente, se dispara una cascada entre las proteinas que

determina si la bacteria debe detener el movimiento o no.
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Figura 15. Via metabdlica relacionada al sistema de movilidad, de acuerdo al diagrama de KEGG

(Kanehisa et al., 2004), para B. japonicum E1009.

El flagelo es un estructura compleja estructura compuesta de varios elementos y que rota como una
hélice. Los flagelos estan compuestos aproximadamente de 20 proteinas, con otras 30 proteinas para
su regulacion y coordinacion. En el genoma de E109 se detectaron secuencias que codifican para
proteinas de biosintesis flagelar (FIhAB), flagelinas (FIICEFGMNHIQPR), proteinas de la
biosintesis del anillo P del cuerpo basal flagelar (FIgLKEDGFHIBCA), y proteinas de quimiotaxis
(MotAB). Estas proteinas en su conjunto permiten el movimiento, como asi también la regulacién

del movimiento de la bacteria.

11.3.4.2.3 Biosintesis de Poliaminas

Las poliaminas son moléculas que se encuentran presentes en plantas y microorganismos. En las
primeras actdan como fitohormonas. Las poliaminas son moléculas policationicas constituidas por
varios grupos amino a lo largo de la cadena. Las aminas se pueden clasificar en alifaticas
(putrescina, espermidina, espermina, cadaverina), aromaticas (tiramina, feniletilamina) o

heterociclicas (histamina, triptamina). La L-arginina es un aminoacido precursor de las poliaminas.
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La cadaverina se produce a partir de lisina. B. japonicum produce varias poliaminas, como

putrescina, espermidina, espermina y cadaverina (Hamana et al., 1990).

Biosintesis de poliaminas
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Figura 16. Via metabdlica relacionada al metabolismo de arginina y prolina, de acuerdo al
diagrama de KEGG (Kanehisa et al., 2004), para B. japonicum E1009.

La Figura 16 muestra que B. japonicum E109 posee las secuencias codificantes para la ornitina

descarboxilasa (EC: 4.1.1.17) que cataliza la conversion de ornitina en putrescina. También posee la
secuencia de la agmatinasa (EC: 3.5.3.11), cataliza la conversion de agmatina en putrescina.

Lyrsine Cadavering
biosynthesis ————F0 41.1.1%8 o

Figura 17. Via metabdlica relacionada a degradacion de lisina, de acuerdo al diagrama de KEGG

(Kanehisa et al., 2004), para B. japonicum E109.

En esta figura, observamos que en E109 no se encuentra la secuencia codificante para la enzima

lisina descarboxilasa (EC: 4.1.1.18) que convierte la lisina en cadaverina.
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11.3.4.2.4 Transporte y Sistema de Secrecion

Las bacterias secretan un gran numero de proteinas al medio extracelular entre las que se incluyen
toxinas, adhesinas y diversas enzimas hidroliticas que se requieren en diferentes aspectos del ciclo
de vida bacteriano, como por ejemplo, en la biogénesis de organelas, la adquisicion de nutrientes y
la expresion de factores de virulencia. Los transportadores (con un énfasis en la transportadores
ABC) son fundamentales para la adaptacion bacterial, con roles en la fisiologia celular, incluyendo
la absorcion de nutrientes, la exclusion de los residuos celulares, la generacion de energia y la
sefializacion celular, entre otros (Davidson et al., 2008). Los sistemas de secrecion sirven para

excretar sustancias al exterior, y lo llevan a cabo mediante los transportadores.

Tabla 7. Los subsistemas de Movilidad y Quimiotaxis obtenidos de la secuencia del genoma de
Bradyrhizobium sp. de acuerdo a la clasificacion en subsistemas y funciones de RAST.

Transporte y sistema de Secrecion E109 USDA6 USDA110 579 S23321

Sistema de secrecion de proteinas, Tipo Il 34 33 37 29 22
Via de secrecion general 11 11 11 0 0
Isla de colonizacion generalizada 23 22 26 29 22
Transportadores ABC 171 147 40 166 135
Transportador ABC Alkilfosfonato (TC 3.A.1.9.1) 4 4 4 4 4
Transportador ABC Tungstato (TC 3.A.1.6.2) 2 3 10 2 3
Transportador ABC Oligopéptido (TC 3.A.1.5.1.) 36 32 0 28 28
Transportador ABC Sistema AttEFGH 4 4 4 0 4
Transportador ABC Aminoécido cadena ramificada (TC 3.A.1.4.1) 98 88 22 110 77
Transportador ABC dipéptido (TC 3.A.1.5.2) 27 16 0 22 19
Sistema de secrecion de proteinas, Tipo VII 0 0 0 4 0
Sigma-Fimbrias 0 0 0 4 0
Proteinas de translocacion a través de la membrana . 5 . g 6
citoplasmatica

Particula de reconocimiento de sefial bacterial (SRP) 2 3 2 4 3
Sistema de translocacién de argininas gemelas 5 3 3 4 3
Sistema de secrecién de proteinas, Tipo V 0 0 0 0 0
Sistema de secrecién de proteinas, Tipo | 0 0 4 7 0
Sistema de secrecion tipo | para agregacion 0 0 4 7 0
Transportadores Catién 21 10 35 22 9
Sistema de absorcion de cobre CopCD 0 0 5 0 0
Transportador magnesio 9 5 9 7 5
Transportador Niquel y cobalto 4 5 5 4 4
Sistema de transporte de cobre 4 0 8 8 0
Transporte de cobre y proteinas azules de cobre 4 0 8 3 0
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Sistema de secrecion de proteinas, Tipo 111 0 0 10 0 0
Sistema de secrecion tipo 111 0 0 10 0 0
Uniporte-Simporte-Antiporte 5 6 2 3 3
Transportadores fosfatos dependiente de Na, NhaD y NhaA 5 6 2 3 3
Transportadores de Membrana-no subcategoria 69 53 42 46 47
Sistema transportador Tricarboxilato 34 20 20 19 17
Sistema de transportador Tol y Ton 35 33 22 27 30
Transportadores TRAP 46 43 42 21 40
Transportador TRAP sustrato desconocido 9 1 0 0 1 0
Transportador TRAP sustrato desconocido 4 3 2 3 3 2
Transportador TRAP sustrato desconocido 3 6 6 6 3 6
Transportador TRAP sustrato desconocido 6 6 6 6 5 6
Coleccion de Transportador TRAP 22 21 19 7 15
Transportador TRAP sustrato desconocido 5 3 3 3 0 6
Transportador TRAP sustrato desconocido 2 2 2 2 2 2
Transportador TRAP hipotéticos 3 3 3 0 3
Sistema azUcar Fosfotransferasa, PTS 0 0 0 0 0
Sistema de secrecién de proteinas, Tipo VI 18 16 16 15 0
Sistema de secrecion de proteinas, Tipo VI 18 16 16 15 0
Sistema de secrecion de proteinas, Tipo VIII 0 0 0 0 0
Sistema de secrecién de nucleoproteinas y proteinas, Tipo IV 13 9 13 15 0
Transferencia por conjugacion 13 9 13 15 0
Total de ORFs deducidos 384 323 246 346 262

En las bacterias Gram negativas, las proteinas a translocarse tienen que atravesar dos barreras
lipidicas separadas por el espacio periplasmatico y la capa de peptidoglicano: la membrana
citosélica o membrana interna y la membrana externa que es una bicapa asimétrica cuya cara
exterior esta compuesta principalmente por lipopolisacéaridos (Lee y Schneewind, 2001). A pesar
del namero, la diversidad y la amplia variedad de funciones que desempefian las proteinas
secretadas, estas son translocadas utilizando un ndmero limitado de mecanismos. Las vias de
secrecion en las bacterias Gram negativas han sido clasificadas en seis grupos o sistemas
principales: sistemas de secrecidn tipo I, 11, 111, IV y VI. Dicha clasificacion se basa en la naturaleza
molecular de las maquinarias de transporte y las reacciones que estas catalizan (Lee y Schneewind,
2001).

11.3.4.2.4.1 Tipo | (T1SS)
Las bacterias Gram negativas, ademas del transportador ABC poseen proteinas adicionales que,

junto con la proteina ABC, forma un canal contiguo que cruza las membranas interiores y
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exteriores. Consiste de s6lo tres subunidades de proteina: la proteina ABC, proteina de fusion a la

membrana y proteina de la membrana externa. Este sistema de secrecion transporta diversas

moléculas, como iones, medicamentos y proteinas de varios tamafios (de 20 a 100 kDa).
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Figura 18. Sistema de secrecion tipo |, de acuerdo al diagrama de KEGG (Kanehisa et al., 2004),
para B. japonicum E1009.

Para B. japonicum E109, se han detectado los tres tipos de proteinas relacionas del sistema de
secrecion tipo I: proteina de la membrana externa (OMP) denominada proteina canal TolC; proteina
de fusion a la membrana denominada proteina de secrecion de hemolisina D (HlyD); y el

transportador ABC denominada peptidasa C39 (HlyB).

11.3.4.2.4.2 Tipo 11 (T2SS)

El sistema de secrecidn tipo 1l es el responsable de secretar enzimas. Contribuyen a la evolucién y
diversificacion de la vida microbiana. Las proteinas secretadas dependen del sistema Sec para el
transporte inicial en el periplasma. Una vez alli, pasan por la membrana externa a través de un
complejo multimérico de proteinas secretinas. Otras 10-15 proteinas de la membrana interior y

exterior forman el aparato de secrecién completo, muchas con funcion desconocida.
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Figura 19. Sistema de secrecion tipo Il, de acuerdo al diagrama de KEGG (Kanehisa et al., 2004),

para B. japonicum E1009.

En B. japonicum E109 se detectaron las siguientes secuencias que codifican para genes del T2SS:
secretina o proteina de la via de secrecion general (GspD); proteinas de membranas internas (IMP),
denominadas GspFGHIJKLM; y ATPasa denominadas GspE. Del sistema Sec: IMP o subunidad
translocasa de preproteina (SecD/FEGY-YajC-YidC); ATPasa denominadas SecA; receptores Rcp
o proteina de division celular (FtsY); y proteinas target o subunidad translocasa de preproteina

(SecB) y proteina de union al ARN (ffh).

11.3.4.2.4.3 Tipo 111 (T3SS)

Este sistema de secrecion es homélogo al cuerpo basal bacteriano. Se asemeja a una jeringa
molecular mediante la cual la bacteria (por ejemplo, ciertos tipos de Salmonella, Shigella y
Yersinia) inyecta proteinas en las células eucariotas. La puerta que regula el T3SS se abre con una
baja concentracion de Ca?* en el citosol. Uno de los mecanismos de deteccion es el antigeno lcrVv
(respuesta al nivel bajo de calcio) de Y. pestis. El T3SS se descubri6 por primera vez en Y. pestis y
demostro que las toxinas pueden ser inyectadas directamente desde el citoplasma de la bacteria en

el citoplasma de las células huésped (Salyers y Whitt, 2002).
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Figura 20. Sistema de secrecion tipo I11, de acuerdo al diagrama de KEGG (Kanehisa et al., 2004),
para B. japonicum E1009.

Del T3SS en E109, no se detectaron los genes relacionados a la jeringa ni OMP. Sin embargo, hay
genes para secretina (YscC), IMP (YscJRSTUV); ATPasa (YscN); y ATPasa asociadas a proteinas
(YscQL).

11.3.4.2.4.4 Tipo IV (T4SS)

Los T4SS constituyen una familia de trasportadores macromoleculares capaces de transportar
distintas moléculas (proteinas y ADN) de la bacteria al exterior a través de la membrana. Es
homoélogo a la maquinaria de conjugacion bacteriana. Fue descubierto en Agrobacterium
tumefaciens, que utiliza este sistema para introducir el plasmido Ti y proteinas en el huésped que

parasita.
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Figura 21. Sistema de secrecion tipo 1V, de acuerdo al diagrama de KEGG (Kanehisa et al., 2004),

para B. japonicum E1009.

En este sistema de secrecién tipo 1V solo se detect6 la proteina VirD4, para E109.

11.3.4.2.4.5 Tipo V (T5SS)

A través de este sistema se exportan proteinas con diferentes funciones incluyendo proteasas,

toxinas, adhesinas e invasinas. Este sistema implica el uso del sistema Sec para traspasar la

membrana interna. Las proteinas que utilizan esta via tienen la capacidad de formar un barril-p con

su terminal C, que se inserta en la membrana externa, permitiendo que el resto del péptido alcance

el exterior de la célula. A menudo, los autotransportadores se separan, dejando el dominio beta-

barril en la membrana externa y liberando el dominio transportado. Se cree que los remanentes de la

autotransportadores dan lugar a las porinas.
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Figura 22. Sistema de secrecidn tipo V, de acuerdo al diagrama de KEGG (Kanehisa et al., 2004),

para B. japonicum E1009.

Para E109 solo se detectaron proteinas para el sistema de translocacion de argininas gemelas,
TatABC.

11.3.4.2.5.6 Tipo VI (T6SS)

El T6SS se encuentra en bacterias Gram negativas simbidticas y patégenas que interactian con
eucariotas. Contiene de 15 a 20 genes, dos de los cuales, Hcp y VgrG, han mostrados ser casi
substratos secretados universalmente del sistema. Analisis estructurales de esta y otras proteinas en

este sistema tiene una semejanza sorprendente con el pico de la cola del fago T4.
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Figura 23. Sistema de secrecion tipo VI, de acuerdo al diagrama de KEGG (Kanehisa et al., 2004),
para B. japonicum E1009.

En E109 se detectaron las secuencias de las proteinas relacionadas al substrato secretado (VgrG-
Hcp), IMP (IcmF-DotU) y ATPasa (ClpV) del T6SS.

11.3.4.2.5 Produccion de Fitohormonas

11.3.4.2.5.1 Acido Jasmonico (JA)

El 4cido jasmonico (JA) y sus derivados son hormonas que regulan una amplia gama de procesos en
las plantas, desde el crecimiento y la fotosintesis hasta el desarrollo reproductivo. Se biosintetiza a
partir de cido linolénico por la via octadecanoide. Poco se sabe sobre la produccién y la funcién de
jasmonatos enddgenos en nddulos de las raices de las plantas de soja inoculadas con B. japonicum.
Se ha propuesto que el JA estaria involucrado en la interaccién soja-Bradyrhizobium actuando
como un inductor natural de la produccion de los factores Nod (Rosas et al., 1998; Hause y
Schaarschmidt, 2009; Ferguson et al., 2010). Estudios recientes sugieren que el aumento de los
niveles de JA y &cido 12-oxofitodienoico (OPDA) en las plantas de control estan relacionados con
la senescencia inducida por el estrés nutricional. La acumulacion de OPDA en las raices noduladas

sugiere su implicacién en la "autorregulacion de la nodulaciéon™ (Costanzo et al., 2012).
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Figura 24. Via metabdlica relacionada con el metabolismo del acido a-linolénico, de acuerdo al

diagrama de KEGG (Kanehisa et al., 2004), para B. japonicum E1009.

No se encontré una fuerte evidencia de la biosintesis de JA en B. japonicum E109, sin embargo,
algunas secuencias codificantes relacionados con fines de B-oxidacion de la ruta biosintética fueron
identificados en el genoma de E109: enoyl-CoA hidratasa 0 MFP2 (EC: 4.2.1.17) y 3-ketoacil-CoA

tiolasa (EC: 2.3.1.16).

11.3.4.2.5.2 Giberelinas

Las distintas vias de biosintesis de giberelinas en las plantas y los hongos son conocidos, pero no en

las bacterias. Las plantas tipicamente usan dos diterpenos sintasa para formar ent-kaureno, mientras

que los hongos utilizan una Unica diterpeno sintasa bifuncional. Morrone et al. (2009) demostraron

gue B. japonicum codifica difosfato ent-copalyl independiente y sintasa ent-kaureno.
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Figura 25. Via metabdlica relacionada con la biosintesis de diterpenoides, de acuerdo al diagrama
de KEGG (Kanehisa et al., 2004), para B. japonicum E1009.

Segun el mapa de KEGG no hay secuencias relacionadas con la biosintesis de giberelinas para B.
japonicum E109. Sin embargo, buscamos en NCBI secuencias relacionadas con la biosintesis de

giberelinas en especies relacionadas con E109 y realizamos un blast con E109.

¥/ B. japonicum E1 . - - - : 1->:> E,/\ <]—[>—| ,>‘>‘<}<]‘<, —
4
)
2 2 3 [ 5 4
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Figura 26. Imagen obtenida luego de hacer un blast de la secuencia de ent-kaureno sintasa (EC:
5.5.1.13) de USDA110 contra E109 y una cepa de referencia, Mesorhizobium loti MAFF303.
Referencias (Genes): (1 y 4): proteinas hipotéticas (difosfato copalil sintasa y ent-kaureno sintasa);
(2 y 6): Citocromo P450; (3) dehidrogenasa; (5) Octaprenil difosfato sintasa (EC 2.5.1.90)/
Dimetilalliltransferasa (EC 2.5.1.1)/(2E,6E)-farnesil difosfato sintasa (EC 2.5.1.10)/ Geranilgeranil
difosfato sintasa (EC 2.5.1.29).
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En el genoma de B. japonicum E109, encontramos la secuencia codificante de una proteina
hipotética con 100% de similitud con la ent-kaureno sintasa de USDAZ110 relacionado con la
biosintesis de giberelinas. La secuencia de la proteina est& posicionada en el operdn tentativo de la
biosintesis de las giberelinas en las bacterias. Esto podria ser una sugerencia de que E109 tendria

alguna de las secuencias relacionadas con la sintesis de esta hormona.

11.3.4.2.5.3 Acido Abscisico (ABA)

La produccién de ABA no estd muy extendida en las bacterias como las auxinas o citoquininas. En
plantas. Participa en procesos del desarrollo y crecimiento asi como en la respuesta adaptativa a
estrés tanto de tipo bidtico como abidtico. La presencia de esta molécula se evalud previamente en
A. brasilense por Kolb y Martin, (1985) y Cohen et al. (2008). Boiero et al. (2007) establecié la
capacidad de USDA110 para producir ABA en medios quimicamente definidos.
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Figura 27. Via metabdlica relacionada con la biosintesis de carotenoides, de acuerdo al diagrama

de KEGG (Kanehisa et al., 2004), para B. japonicum E1009.
No hay evidencia de la capacidad de sintesis de ABA, en E109 debido a que no se identificaron

secuencias relacionadas con la sintesis de esta hormona. Tampoco encontramos evidencia indirecta

utilizando secuencias en organismos similares.
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11.3.4.2.5.4 Zeatina (2)

Las citocininas son un grupo de compuestos naturales que regulan la division y diferenciacion
celular en tejidos no meristematicos de plantas superiores. Quimicamente son purinas, en su
mayoria derivadas de la adenina, sustituidas en el N8 que incluyen sus respectivos ribétidos,
ribosidos y glucdsidos. Estas fitohormonas se han asociado a un gran nimero de procesos
fisioldgicos y celulares entre los que se detallan el retardo de la senescencia por acumulacion de la
clorofila, la formacién de 6rganos en una gran variedad de cultivos de tejidos, el desarrollo de la
raiz, la formacion de pelos radicales, la elongacion de la raiz, la iniciacion del tallo, la expansion de
las hojas. Jaiswal et al. (1982) encontraron que la Z exdgena aumentd la actividad nitrogenasa en
los nddulos de Vigna mungo. Taller y Sturtevant (1989) caracteriz6 la zeatina y algunos compuestos
derivados en medio definido de B. japonicum y recientemente por Boiero et al. (2007).

Hay dos grupos de citoquininas: el grupo de citoquininas tipo adenina representado por compuestos
naturales y sintéticos, tales como cinetina (K), zeatina (Z) o 6-bencilaminopurina (6-BAP) vy el
grupo de las citoquininas de tipo fenilurea representado por la moléculas sintéticas difenilurea y
tidiazuron (TDZ). Quimicamente, las citocininas tipo adenina son purinas, en su mayoria derivados
de la adenina y modificados por sustituciones en el N®, que también incluyen los respectivos

ribétidos, ribosides y glucésidos de IPT.
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Figura 28. Via metabdlica relacionada con la biosintesis de carotenoides, de acuerdo al diagrama
de KEGG (Kanehisa et al., 2004), para B. japonicum E109.

Segin KEGG, no pudimos confirmar la presencia de secuencias relacionadas con la sintesis de

zeatina en E109. Tampoco pudimos establecer evidencia indirecta.

11.3.4.2.5.5 Etileno
Junto con auxinas, giberelinas y citocininas, el etileno es una hormona muy importante en el
crecimiento y desarrollo de las plantas (Burg y Burg, 1966). Debido a su composicidn gaseosa en

condiciones fisiologicas, por mucho tiempo, no se quiso aceptar como una fitohormona; sin
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embargo diferentes trabajos, demostraron que su sintesis y accion sobre la planta, era critica para

determinados procesos fisioldgicos.
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Figura 29. Via metabolica relacionada con el metabolismo de metionina y cisteina, de acuerdo al
diagrama de KEGG (Kanehisa et al., 2004), para B. japonicum E1009.

Acerca de la produccién de etileno de B. japonicum, resultados anteriores de Boiero et al. (2007)
demostré la capacidad de E109, USDAL110 y otras cepas relacionadas para producir este gas bajo
condiciones de cultivo controladas. En E109 encontramos que posee la enzima ACC deaminasa
(EC: 3.5.99.7) pero no posee la enzima aminociclopropanocarboxilato oxidasa (EC: 1.14.17.4) que

convierte 1-aminociclopropano-1-carboxilato en etileno.

11.3.4.2.5.6 Acido indol-3-acético (AIA) y otras auxinas

Existen al menos seis rutas metabolicas para la biosintesis de AlA para bacterias, y la mayoria de
ellos utilizan el triptéfano como principal precursor. Las vias en su mayoria se han nombrado de
acuerdo a su intermediario como indol-3-piruvato (IPyA), indol-3-acetamida (IAM), triptamina
(TAM), oxidasa de cadena lateral de triptéfano (TSO), indol-3-acetonitrilo (IAN) y una via
independiente-triptdfano. En procariotas la sintesis de AIA seria por las vias IAM e IPyA en PGPR
(Lambrecht et al., 2000).
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Figura 30. Via metabdlica relacionada con el metabolismo de triptéfano, de acuerdo al diagrama de
KEGG (Kanehisa et al., 2004), para B. japonicum E1009.

A traveés de la via metabdlica de KEGG se identificaron las siguientes enzimas de la biosintesis de
AlA; aminoxidasa 0 monoamino oxidasa (EC: 1.4.3.4), aldehido deshidrogenasa (NAD*) (EC:
1.2.1.3), nitrilo hidratasa subunidad alfa (EC: 4.2.1.84), amidasa (EC: 3.5.1.4) e indolacetamida
hidrolasa (EC: 3.5.1.-). Ninguna de las vias de sintesis estd completa, por lo que hicimos un analisis
en otras cepas de Bradyrhizobium.
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Tabla 8. Enzimas principales de la via de sintesis de AlA identificados en E109 y en otras cepas del

género Bradyrhizobium.

Vias de sintesis de AIA E109 USDA6 USDA110 587 S23321

1AM

Trp-2- monoxigenasa (EC: 1.13.12.3) - - - - -

IAM hidrolasa (EC: 3.5.1.-) + + + +

Amidasa (EC: 3.5.1.4) + + + +
I1AN

Trp-2- monoxigenasa (EC: 1.13.12.3) - - - + -

Nitrilo hidratasa (EC: 4.2.1.84) + + + + +

Nitrilasa (EC: 3.5.5.1) - - + + -
IPYyA

Trp aminotransferasa (EC: 2.6.1.27) - - - - .
Indolepiruvato descarboxilasa (IPDC) (EC:

4.1.1.74) - - . . ]

Aldehido deshidrogenasa (EC: 1.2.1.3) + + + + +
TAM

Trp descarboxilasa (EC: 4.1.1.28) - - - - -

Monoamina oxidasa (EC: 1.4.3.4) + + + -

Aldehido deshidrogenasa (EC: 1.2.1.3) + + + + +

En todas las cepas evaluadas, fueron identificados alguna o todas las secuencias codificantes
involucrados en tres posibles vias de sintesis de AlA; sin embargo, la via predominante en E109

seria la IAM debido a la ausencia de los genes claves para las enzimas de las vias IPyA e IAN.
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Figura 31. Vias hipotéticas y actuales de la sintesis de AIA en rizobacterias. Modificado por

Spaepen et al. (2008).

De acuerdo con la Figura 31 podemos resumir nuestros resultados en funcién de las vias de sintesis

de AIA propuestas en rizobacterias, como se detalla a continuacion:

v" Via IPyA (Incompleta)

Nuestro andlisis identificd la secuencia codificante de la enzima aldehido deshidrogenasa (EC:
1.2.1.3) la cual convierte indol-3-acetaldehido a AIA. Esta enzima tiene 100%, 97%, 92% y 96% en

USDAG6, USDA110, 587 y S23321 respectivamente.

v" Via lAM (Incompleta)

Se identifico en E109 la secuencia codificante de la enzima amidasa (EC: 3.5.1.4) que convierte el

IAM en AIA. Esta secuencia posee los siguientes porcentajes de similitud con USDA6, USDA110,

587 y S23321 respectivamente; 100%, 93%, 79% y 96%.

v" Via lAN (Incompleta)
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En B. japonicum E109 se identificd la enzima nitrilo hidratasa subunidad alfa (EC: 4.2.1.84) que
convierte IAN e 1AM, para luego ser convertido en AlA. Esta secuencia tiene 100%, 96%, 88% y
96% de similitud en USDAG, USDA110, 587 y S23321 respectivamente.

v" Via TAM (Incompleta)
Para esta via se identifico la secuencia codificante de la monoamina oxidasa (EC: 1.4.3.4), con
100%, 90%, 79% y 90% de similitud a nivel de su secuencia codificante con la equivalente en el
genoma en USDAG, USDA110, 587 y S23321 respectivamente.

Luego de analizar cada una de las vias de sintesis para esta fitohormona, podemos decir que E109 si
bien posee alguna de las enzimas para cada una de las vias no tiene ninguna via completa para
biosintetizar AlA.

11.3.4.2.5.6.1 Otras auxinas-Biosintesis de &cido fenilacético

El &cido fenilacético (PAA) es un compuesto organico que contiene un grupo funcional fenilo y un
grupo funcional acido carboxilico. PAA es producto de la desaminacion de la fenilalanina, y
promueve el crecimiento y desarrollo de las plantas (efecto como las auxinas) o produce toxicidad
contra las bacterias, hongos o nematodos (actividad antibidtica). Se encontr6 que la biosintesis de

PAA era dependiente de la presencia de fenilalanina.

(5)-Styrens oxide Phenylacetaldehyde
O—] 53007 O— 12139

PhEnj{]ﬂEEI&IE
e—— 'D"C Phenylalanine metabu:u]ism)

Figura 32. Via metabolica relacionadas con la degradacién de estireno, de acuerdo al diagrama de
KEGG (Kanehisa et al., 2004), para B. japonicum E1009.

B. japonicum E109 posee las secuencias que codifican para las enzimas nitrilo hidratasa subunidad

alfa (EC: 4.2.1.84) y amidasa (EC: 3.5.1.4) para producir este compuesto de manera activa.
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11.4 DISCUSION

B. japonicum E109 es una cepa de importancia agricola que se utiliza desde 1980 como principio
activo para la formulacién de inoculantes para semillas de soja en nuestro pais. Ha sido
extensamente estudiada debido a su capacidad de asociarse de manera simbidtica con leguminosas y
fijar nitrégeno atmosférico. A pesar de la informacion disponible en cuanto a los mecanismos por el
cual promueven el crecimiento en soja, no existia informacion disponible de la base molecular que
determina esta capacidad en la cepa.

La secuenciacion genémica de E109 y el posterior cierre del genoma revel6 que B. japonicum E109
posee un longitud de 9.224.208 pb, no posee plasmidos y el contenido de GC es 63.6%. La
secuencia completa del genoma de B. japonicum E109 esta disponible en NCBI GenBank bajo el
nimero de acceso: CP010313 (Torres et al., 2015). El posterior analisis genémico nos permitié
ampliar el conocimiento de los mecanismos de promocion de una de las bacterias con mas
importancia para Argentina. Este analisis del genoma completo, mostr6 que esta bacteria posee
mecanismos PGPR diferentes de la FBN. EIl analisis preliminar de los potenciales mecanismos de
promocién del crecimiento de plantas y adaptacion al ambiente presentes en B. japonicum E109, se
compard con los genomas de B. japonicum USDAG, B. diazoefficiens USDAL10, Bradyrhizobium
sp. S23321, ORS 278 y BTAI. E109 posee mayor similitud con la cepa USDAG6 y que muchas de
las secuencias codificantes identificados en el genoma E109 se comparten las otras bacterias
comparadas. Sin embargo, existen genes que son Unicos para esta cepa y que no comparte con
ninguno de los genomas comparados.

El andlisis funcional del genoma que se realizo a través de KEEG y RAST, clasifico las secuencias
codificantes en subsistemas garantizando alta confianza, y también dio el apoyo comparativo con
genomas cercanos previamente secuenciados. En B. japonicum E109 el 38% de sus secuencias
codificantes son pertenecientes a la clasificacion de los subsistemas, mientras que para USDAG es
un 35%, USDA110 es un 32%, 578 es un 35%, ORS278 un 32%, BTAIl es un 38% y para S23321
un 40% (Figuras 6-12). La clasificacion en los subsistemas segin RAST muestra que E109 tiene
mayor similitud con las cepas USDA6 y USDA110.

Uno de los mecanismos de promocion del crecimiento mas estudiado, es la FBN. B. japonicum
E109 promueve este mecanismo haciendo simbiosis con la leguminosa, soja. Durante el proceso se
forman estructuras especializadas, denominadas noédulos donde el N se convierte en amonio. Los
simbiontes intercambian moléculas de sefializacion, isoflavonoides derivados de plantas y los
factores Nod derivados de bacteria (Loh y Stacey, 2001; van Rhijn, 1998). Asi el intercambio de
sefiales activa una serie de eventos en el proceso de nodulacion, incluyendo que la raiz se curva, se

produce la infeccion de los rizobios, y se forma el hilo de infeccion. A través del hilo de infeccion,
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los rizobios migran hacia la corteza. Como los rizobios alcanzan la corteza y proliferan, se inicia la
division celular cortical, llevando eventualmente a la formacion de nddulos de la raiz donde en los
bacteroides, las bacterias en el estado simbiético, fijan el nitrégeno atmosférico en amoniaco
(Dixon y Kahn, 2004; Garg y Geetanjali, 2007; Mylona et al., 1995; Pawlowski y Bisseling, 1996).
A través de este analisis, confirmamos que E109 es capaz de llevar a cabo este proceso a través de
las enzimas nitrogenasas cadena f§ (Mo-Fe) (Figura 13). La desnitrificacion (nitrito a 6xido nitrico)
es incompleta, y es llevada a cabo por la enzima nitrito reductasa. B. japonicum E109 es capaz de
transformar nitrato a nitrito por la enzima Nap, nitrato reductasa periplasmica y la conversion de
nitrito a oxido nitrico es través de la nitrito reductasa.

Los rizobios en vida libre o saprofiticos pueden permanecer durante largos periodos de tiempo en el
suelo, aln en ausencia de su huésped natural. Cuando ocurre la germinacion y las raices de las
plantas penetran en el suelo y se producen cambios importantes en la composicion quimica de la
solucion edéafica debido a que estos érganos en formacién exudan una gran variedad de
aminoacidos, proteinas, azlcares, carbohidratos complejos, flavonoides, alcoholes, vitaminas,
hormonas y acidos organicos que determinan el desarrollo de ciertos grupos microbianos y su
movilizacién hacia las raices, merced a un proceso de gquimiotaxis positiva sobre muchos de los
compuestos, en forma inespecifica (Gaworzewska y Carlile, 1982) o especifica cuando esta
mediada por un grupo de compuestos quimio atractivos denominados flavonoides (Caetano-Anollés
et al., 1989). En el analisis realizado (Tabla 6 y Figura 14-15) se encontraron 62 secuencias
codificantes para la quimiotaxis y 142 secuencias codificantes de movilidad flagelar. B.
diazoefficiens USDA110 produce dos tipos de flagelos, uno llamado "thin’’ (delgado) y una "thick"
(grueso). (Kanbe et al., 2007). Recientemente, Siqueira et al. (2014) comparando los genomas de B.
japonicum CPAC 15 (=SEMIA 5079) y B. diazoefficiens CPAC 7 (=SEMIA 5080) observo que los
grupos de genes necesarios para la biosintesis de ambos tipos de flagelos en USDA110 se
conservan en CPAC 7, CPAC 15y USDAG.

Las poliaminas se encuentran ampliamente distribuidas en todos los organismos, siendo la
putrescina, espermidina, espermina y cadaverina las de mayor ocurrencia. Adicionalmente, en
bacterias fijadoras de nitrégeno del género Bradyrhizobium se ha probado la ocurrencia natural y
mayoritaria de homo-espermidina (HSPD) (Hamana et al., 1990). Estos compuestos, intervienen en
un gran numero de procesos celulares de extrema importancia, tales como la modulacion de la
actividad de canales idnicos, el empaquetamiento, replicacion y transcripcion del ADN, la
traduccion del acido ribonucleico mensajero y en el mantenimiento de la estabilidad de membranas
celulares. La cadaverina ha sido correlacionada con la promocion del crecimiento vegetal a nivel de

la produccion de raices adventicias (Niemi et al., 2002) y con la respuesta vegetal al estrés osmotico
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(Aziz et al., 1997). Cassan et al. (2005) proponen que la capacidad de las bacterias promotoras del
crecimiento de vida libre del género Azospirillum dependeria, en parte, de la habilidad de la bacteria
para producir y exportar cadaverina a los tejidos de las plantas inoculadas o a su rizésfera. En la
Figura 16, se puede observar que B. japonicum E109 posee las secuencias codificantes para la
sintesis de putrescina a través de las enzimas agmatinasa y ornitina descarboxilasa.

Siqueira et al. (2014) encontrd que ocho genes en CPAC 15, USDAG6 y USDAL110, y siete en CPAC
7 son de productos metabdlicos codificados con glicina-aspartato y repeticiones ricas que son
caracteristicas de proteinas secretadas por la T1SS (Linhartova et al., 2010). La mayoria de las
exoproteinas del T1SS caracterizadas hasta la fecha pertenecen a patégenos animales y actian como
toxinas, proteasas, lipasas o adhesinas que promueven la virulencia (Linhartova et al., 2010). En
Rhizobium, las exoproteinas del T1SS se han caracterizado como bacteriocinas promoviendo la
competitividad para la nodulacion (Oresnik et al., 1999), o como factores Nod, que juegan un papel
todavia desconocido en la nodulacion de algunos hospedadores (Linhartova et al., 2010). En E109
se identificaron las secuencias TolC, HIyD y B perteneciente al T1SS (Figura 18). Los genes de la
maquinaria molecular del T2SS se encontraron s6lo en USDA110 y USDA 6 (Siqueira et al. 2014)
y en nuestro analisis también encontramos que E109 posee secuencias relacionadas a este sistema
de secreciodn, sin embargo, GspC, que codifica un componente central de la membrana interna del
T2SS (Douzi et al., 2012) se encuentra ausente en las tres cepas indicando que las cepas serian
incapaces del sistema de secrecion de tipo Il (Figura 19). Varios rizobios, incluyendo USDA110 y
USDAG poseen genes necesarios para la biosintesis del T3SS en sus compartimentos simbidticos
(Kaneko et al., 2011, 2002). El T3SS actia como una jeringa molecular para inyectar proteinas
efectoras en células huésped de leguminosas, que afecta a los sistemas de defensa de las plantas
para promover la colonizacion. Las actividades de T3SS efectores pueden tener efectos
perjudiciales en algunas leguminosas huéspedes, incluso a nivel de cultivar (Deakin y Broughton,
2009). Siqueira et al. (2014) observo que los genomas de CPAC 15, CPAC 7, asi como el USDAG6 y
el USDA110 comparten un cluster del T3SS altamente conservado dentro de su isla simbiética. En
E109 no se detectaron los genes relacionados a la jeringa ni OMP, sin embargo, se identificaron
otras secuencias para las proteinas YscC, YscJRSTUV, YscN y YscQL (Figura 20). Los genomas
CPAC 15 y CPAC 7 codificaron genes para el T4SS; algunos genes (isla simbidtica 9) se
encuentran en CPAC 7, USDA6 y USDA110 pero existe cierta variabilidad entre las cepas ya que
otros genes del T4SS estaban presentes en USDA110 pero estaban ausentes en CPAC7 y USDAG.
En E109 solo se encontrd un gen relacionado al T4SS, lo cual no es indicativo de que este sistema
de secrecion sea funcional (Figura 21). Las proteinas secretadas por el T5SS generalmente se

consideran factores de virulencia que promueven la colonizacion del huésped por bacterias
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patogenas (Thanassi et al., 2005), pero su papel, si lo hay, en las relaciones simbiéticas, ain no se
ha establecido. Los genes que codifican para el T5SS se encontraron en todos los genomas de 5079,
USDAG6 y USDA110 (Siqueira et al. 2014), sin embargo en E109 solo se encontraron tres genes Tat
(Figura 22). La maquinaria molecular del T6SS estd presente en las bacterias patdgenas y
simbiGticas que viven libres, y que puedan participar en interacciones procariota-eucariota y
procariota-procariota (Records, 2011). La funcion de estos sistemas de secrecion no se comprende
bien en el contexto de interacciones rizobios-leguminosas. Se ha sugerido que los genes que
codifican para las proteinas ImpG/SciC/VasA actlen como componentes estructurales necesarios
para el funcionamiento del T6SS (Schell et al., 2007; Zheng y Leung, 2007). En E109 se detectaron
secuencias relacionadas a la secrecion de sustrato OMP, IMP y ATPasa (Figura 23).
El primer mecanismo propuesto para explicar el efecto en la promocién del crecimiento de las
bacterias de la orden Rhizobiales en plantas superiores fue la FBN; sin embargo, en la actualidad, se
consideran otros mecanismos de promocion y uno de los mas importantes seria la capacidad de
producir y metabolizar hormonas vegetales o fitohormonas (Okon y Labandera-Gonzalez, 1994).
Tien et al. (1979) fueron los primeros en sugerir que bacterias rizosférica, podrian mejorar el
crecimiento vegetal por excrecion de fitohormonas como AlA, AGs, citocininas y etileno (Bottini et
al., 1989; losipenko y Ignatov, 1995; Patten y Glick, 1996; Rademacher, 1994; Strzelczyk et al.,
2004).
Costanzo et al. (2012) observaron que el OPDA y JA exdgeno en nodulos de soja aumentaria el
numero y tamafio de las células a diversos grados, dependiendo de la concentracién. Los niveles de
JAs durante las primeras etapas de desarrollo de nddulos parecen afectar a los procesos de
crecimiento celular. EI aumento de los niveles de JA y OPDA en las plantas control estan
relacionados con la senescencia inducida por estrés nutricional. La acumulacion de OPDA en raices
noduladas sugiere su participacion en la "autorregulacion de la nodulacion”. Hause y Schaarschmidt
(2009) propusieron que JAs afecta el crecimiento de células de nodulos, y el proceso de
envejecimiento, al influir en el metabolismo antioxidante. No se encontrd una fuerte evidencia de la
biosintesis de JA en B. japonicum E109 (Figura 24).
Las giberelinas constituyen un amplio grupo de compuestos naturales (&cidos diterpenos
tetraciclicos), algunos de los cuales poseen actividad hormonal y regulan diversos procesos en el
crecimiento y desarrollo de las plantas, como la germinacion, el alargamiento caulinar, la floracion
y la fructificacion (Davies, 2010). Sobre las 126 giberelinas conocidas en la actualidad (Crozier et
al. 1991), 13 son especificas de hongos, 100 son exclusivas de plantas y 13 son ubicuas. A pesar de
la amplia distribucién entre reinos y de la cantidad de formas conocidas, cabe destacar, que solo

algunas pocas tienen actividad bioldgica per se (Hedden y Phillips, 2000). Las plantas tipicamente
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usan dos diterpenos sintasa para formar ent-kaureno, mientras que los hongos utilizan una Unica
diterpeno sintasa bifuncional. Morrone et al. (2009) demostraron que B. japonicum codifica
difosfato ent-copalyl independiente y sintasa ent-kaureno. En el genoma de B. japonicum E1009,
encontramos una proteina hipotética con 99% de homologia con el ent-kaureno sintasa de
USDAZ110 relacionado con la biosintesis de giberelina. El gen de la proteina esta posicionado en el
operdn tentativo de la biosintesis de las giberelinas en las bacterias. (Figura 26).

El ABA es una hormona vegetal, involucrada diferentes procesos fisioldgicos del crecimiento y
desarrollo de la planta, como la dormiciéon de yemas y semillas, la maduracién de frutos y en
situaciones de estrés ambiental desfavorables como déficit hidricos o estrés salinos. EI ABA esta
relacionado con la capacidad de plantas superiores para adaptarse a condiciones de estrés, a traves
de distintos procesos fisiolégicos y moleculares que incluyen: alteraciones en la expresion de genes
relacionados con estrés hidrico y cierre de estomas. Es muy escasa la informacion documentada
sobre la identificacion de ABA en cultivos quimicamente definidos de rizobacterias promotoras del
crecimiento y su correlacion con el estado fisioldgico de la planta. La mayor parte de los ensayos
han sido realizados en sistemas de cultivos e inoculaciones de hongos y bacterias fitopatogénicas o
en asociaciones simbiéticas por bacterias nodulantes. En tal sentido, Suzuki et al. (2004) probaron
que la aplicacion exdgena de ABA a plantas disminuye la cantidad de nddulos establecidos en
plantas de Trifolium repense y Lotus japonicus inoculadas. Boiero et al. (2007) establecié la
capacidad de B. diazoefficiens USDA110 para producir ABA en medios quimicamente definidos.
En E109 no encontramos evidencia de la capacidad de sintesis de ABA (Figura 27).

Por definicion las citocininas, son compuestos que en presencia de concentraciones dptimas de
auxinas, inducen la division celular en cultivos de vegetales. Letham en 1963, identific6 una forma
natural que denominé zeatina y desde entonces mas de 40 citocininas y sus metabolitos han sido
clasificados. Las formas con mayor actividad bioldgica son la Z, isopentenil-adenina, K y
benziladenina. Pan et al. (1999) vieron que la PGPR Serratia liquefaciens cepa 2-68 con el
agregado de 1 uM de cinetina fue el mejor tratamiento para promover el crecimiento de la planta.
La altura de la planta y el peso seco de maiz dulce se vieron menos afectados que los de maiz en
grano. Taller y Sturtevant (1989) observaron que B. japonicum, se caracteriza por la produccion de
compuestos de tipo zeatina. Boiero et al. (2007) también hizo la caracterizacion en E109. Hay
evidencia de que las citoquininas intervienen en el desarrollo de n6dulos y se sugiere que podrian
ser responsables de la estimulacion de la division celular cortical en raices de leguminosas. Podria
tener funciones inesperadas como la susceptibilidad de la raiz a la infeccion de rizobios y la
organogenesis del nodulo. A pesar de que las citoquininas no se han comprobado ser esenciales para

la simbiosis dependiente de factores Nod, las citogquininas bacterianas y/o compuestos como
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citoquininas parecen ser importante para la nodulacién independiente de los factores Nod en
algunas legumbres. Esto sugiere que las citoquinas podrian de hecho ser un agente secreto de las
interacciones simbidticas planta-microorganismo en las legumbres y potencialmente en todo el
reino vegetal (Frugier et al., 2008). En el andlisis funcional del genoma de E109 no pudimos
identificar secuencias codificantes para la sintesis de zeatina (Figura 28).

El etileno es una hormona muy importante en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Burg y
Burg, 1966). Debido a su composicion gaseosa en condiciones fisioldgicas, por mucho tiempo, no
se quiso aceptar como una fitohormona; sin embargo diferentes trabajos, demostraron que su
sintesis y accion sobre la planta, era critica para determinados procesos fisioldgicos. Existe muy
poca informacién disponible, relacionada a la produccion de etileno en bacterias y la promocion del
crecimiento vegetal. Ribaudo et al. (2006), evaluaron la respuesta de crecimiento de plantulas de
arroz inoculadas con bacterias de vida libre del género Azospirillum y correlacionaron el aumento
en el nimero y longitud de raices adventicias con la biosintesis bacteriana de auxinas y el aumento
de los niveles de etileno por parte de las plantas inoculadas. En tal sentido, no existe referencia
alguna que correlacione este modelo para Bradyrhizobium; sin embargo si existe informacién
relacionada a la capacidad de ciertas cepas de este género de producir compuestos del tipo AIA
(Boiero et al. 2005), por lo que podria existir una regulacion similar en el modelo no leguminosas-
Bradyrhizobium. En B. japonicum, resultados anteriores de Boiero et al. (2007), demostro la
capacidad de E109, USDA110 y otras cepas relacionadas para producir este gas bajo condiciones de
cultivo controladas. Sin embargo, en nuestro andlisis, no fueron identificadas las secuencias
codificantes de la enzima ACC deaminasa (Figura 29).

Dentro de las vias metabdlicas buscadas en este analisis funcional, nos intereso particularmente el
AlA. Existe reportes de que Bradyrhizobium tiene la capacidad de producir AIA en medios de
cultivos (Hunter, 1987; Hutzinger y Kosuge, 1968), y esto ha sido demostrado ya que los nédulos
inducido por una cepa de B. japonicum hiper productoras de AIA contienen mucho mas cantidades
de AIA que aquellos nddulos inducidos por una cepa salvaje (Hunter, 1987; 1989). Esto indicaria
que la bacteria puede afectar los niveles de AIA en el noédulo. Minamisawa y Fukai (1991),
demostraron que las cepas productoras de rhizobitoxina en B. japonicum excretaban otro compuesto
fitotoxico en los cultivos. Este compuesto se purifico e identificé como AIA. Han sido propuestas al
menos seis rutas metabdlicas para la biosintesis de AIA y la mayor parte de ellas utiliza el
aminoécido L-Trp como precursor (Figura 31). Estas vias se conocen como: IPyA, 1AM, TAM,
TSO, IAN y una via independiente del L-Trp. A pesar de la cantidad de vias propuestas para la
biosintesis de AIA en rizobacterias, solo predominan dos sobre las demas: la via IAM vy la via IPyA

(Lambrecht et al., 2000). Luego del anélisis del genoma, identificamos que en E109 la sintesis de
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AlA seria por la via IAM debido a la ausencia de los genes claves que codifican para las enzimas de
la vias de sintesis IAN e IPyA (Figura 30 y Tabla 8).
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11.5 CONCLUSIONES

1. Se obtuvo la secuencia completa del genoma de B. japonicum E109, la que presentd un
solo replicon de 9.22 Mb de tamafio y no presentd evidencia de otros replicones, como
plasmidos o cromidos.

2. Se determind la existencia de numerosas secuencias codificantes relacionadas con
mecanismos de promocion del crecimiento y otros de la vida rizosférica en el genoma
de B. japonicum E109. Se destacan la produccion de fitohormonas como el &cido indol-
3-acético y el metabolismo del nitrégeno por la FBN o la produccién de NO. Sobre la
biosintesis de AIA, fueron identificados algunas de las secuencias codificantes
involucrados en las tres posibles vias de sintesis de AIA. A pesar de estos hallazgos, la
via predominante en E109 seria indol acetamida.

3. La mayor parte de los mecanismos descriptos en este analisis fueron propuestos y
descriptos en reportes previos desde el punto de vista bioquimico vy fisiol6gico, por lo

gue nuestro aporte confirmaria de manera molecular tales presunciones.
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CAPITULO IlI: Metabolismo de Auxinas y
Catabolismo de AIA por B. japonicum E109
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111.1 INTRODUCCION

111.1.1 Auxinas

Auxinas, es el nombre genérico que representa a un grupo de compuestos reguladores del
crecimiento vegetal que se caracterizan por su capacidad de inducir la elongacion de las células del
tallo en la region sub-apical y que logran reproducir el efecto fisioldgico del AlA. Estos compuestos
han sido vinculados a procesos clave del desarrollo vegetal, tales como la orientacion del
crecimiento de tallos y raices en respuesta a la luz (fototropismo) y gravedad (gravitropismo)
(Kaufman et al., 1995); dominancia apical; iniciacion de las raices laterales y adventicias (Malamy
y Benfey, 1997); estimulacion de la division celular (Kende y Zeevaart, 1997) y elongacion de
tallos y raices (Ross et al., 2000) entre otros. Las fuentes mas importantes de auxinas que regulan el
"pool" enddgeno disponible para la planta involucran: sintesis de novo, degradacion o catabolismo y
formacion e hidrdlisis de conjugados, tanto en los tejidos de la planta como en aquellas bacterias

asociadas con la planta (Glick et al. 1999).

111.1.1.1 Auxinas en B. japonicum

La respuesta de la planta al AIA producido por microorganismos puede variar de benéfica a
perjudicial, dependiendo de la concentracion incorporada en los tejidos. En este sentido, algunos
autores consideran que el aumento del contenido enddgeno de la hormona por la actividad
microbiana del suelo o sobre la planta, podria suplementar transitoriamente los niveles sub-6ptimos
del hospedador, modificar parcialmente el metabolismo celular, y por ello, promover el crecimiento.
La infeccidn de las raices de plantas de soja (Glycine max L.) por B. japonicum da como resultado
la formacion de nédulos en los que se reduce el nitrogeno atmosférico en amoniaco. La formacion
de nddulos es el resultado de una compleja interaccion entre la bacteria y la planta, donde las
hormonas vegetales juegan un papel clave en el desarrollo y/o mantenimiento de los nédulos. Se ha
demostrado que los nédulos contienen mayores niveles de auxinas que las raices (Thimann, 1936),
y la auxina principal en nodulos de las raices es el AIA (Dullaart, 1970), y en la actualidad algunos
trabajos indican que los cambios en el balance de esta hormona son un pre-requisito para la

organogeénesis del nédulo (Mathesius et al., 1998).

111.1.2 Metabolismo de Auxinas
El equilibrio entre la biosintesis y el metabolismo de auxinas, que abarca el transporte,
interconversion, conjugacion, hidrolisis y catabolismo, determina los niveles reales de estas

moléculas en una célula determinada y en un momento determinado del desarrollo. Muchos de los
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avances recientes en el conocimiento del metabolismo de auxinas han surgido a través del estudio

de la auxina mas abundante en la naturaleza, el AlA.
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Figura 33. Procesos bioldgicos y bioguimicos que integran el metabolismo del AIA en la

naturaleza. IBA: acido indol butirico.

111.1.2.1 Biosintesis de novo

Existen varias vias responsables de la biosintesis de AIA en microorganismos asociados a plantas
(Costacurta y Vanderleyden, 1995; Morris, 1995; Patten y Glick, 1996) y se ha sugerido que estas
mismas vias existen en plantas superiores. Las vias descriptas para la biosintesis de AIA en
bacterias se conocen como: IPyA, IAM, TAM, TSO, IAN y la via independiente del L-Trp. A pesar
de la cantidad de vias propuestas en rizobacterias, solo predominan dos sobre las demas: IAM y la
via del IPyA (Lambrecht et al, 2000). La evidencia de la importancia de estas vias incluye la
presencia de los compuestos intermedios, interconversion de diferentes compuestos, y purificacion

parcial de las enzimas (Cooneyac y Simpsona, 1993).

111.1.2.1.1 Biosintesis de AlA en B. japonicum
Esta capacidad ha sido descripta como parte de la capacidad promotora del crecimiento vegetal, a

nivel de la formacion de nddulos durante la simbiosis con leguminosas o a nivel del desarrollo del
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sistema radical en especies de no leguminosas. Bradyrhizobium sp. tienen la capacidad genética y
fisiologica de producir AIA en medio de cultivo (Hutzinger y Kosuge, 1968; Kaneshiro y Kwolek,
1985), y esto ha sido demostrado en numerosos experimentos tanto in vitro como in vivo. En el caso
de los experimentos in vivo se ha comprobado que los nédulos producidos por una cepa de B.
japonicum hiperproductora de AIA contienen mayor cantidad de AIA que aquellos nddulos
inducidos por una cepa salvaje (Hunter, 1987; Hunter, 1989) lo que indicaria que la bacteria es
capaz sintetizar su propia hormona en el estado de bacteroide. Minamisawa y Fukai (1991)
observaron que las cepas de B. japonicum productoras de rhizobitoxina excretaban otro compuesto
en el medio de cultivo. Ese compuesto fue purificado e identificado como AIA. Los autores
observaron que las cepas de genotipo Il (USDA94 y USDAS31) que producian rhizobitoxina,
ademas excretaban mayor concentracion de AIA en el medio de cultivo. Sin embargo, en las cepas
de genotipo | (B. diazoefficiens USDA110, antes B. japonicum) no se detectd la presencia de esta
molécula en el sobrenadante, incluso cuando se afiadié L-Trp en el medio de cultivo. Estos
resultados sugieren que en B. japonicum, la biosintesis completa de AlA solo se limitaria a las cepas
del genotipo Il. El analisis genémico y funcional de B. japonicum E109, mostr6 que la cepa posee la
informacién genética suficiente para la biosintesis de AIA y que las vias predominantes en E109
seria IAM debido a la ausencia de los genes para las enzimas claves de las via del IPyA e IAN
(Torres et al., 2013).

111.1.2.2 Hidrdlisis de conjugados de AIA

Ademas de las sintesis de novo, las plantas producen AIA por la hidrdlisis de conjugados de esta
hormona con otras moléculas. La estructura de numerosos conjugados de AlA ha sido dilucidada y
los mismos incluyen conjugados con azUcares, glicanos de alto peso molecular, aminoécidos o
péptidos (Bandurski et al., 1995; Cohen y Bandurski, 1982). La creciente evidencia sugiere que los
diferentes conjugados llevan a cabo diferentes funciones en la planta. Ciertos conjugados de AIA
con acido aspartico (AlA-Asp) puede ser intermediario de la via catabdlica del AIA (Monteiro et
al., 1988; Tsurumi y Wada, 1986; Tuominen et al., 1994). En determinadas ocasiones, los
conjugados de AIA pueden servir como reservorio debido a que pueden ser hidrolizados para
proveer a la planta de la hormona en su forma activa rpidamente, jugando un papel clave en el
control homeostético de los niveles de esta hormona en los tejidos vegetales (Bandurski, 1980).
Otras de las funciones de los conjugados de AIA se vincularia con el desarrollo de 6rganos en la
planta (embridn, vasculatura y raices), la tolerancia a estrés abidtico y en la resistencia de la planta
al ataque de patogenos (Ludwig-Mdller, 2011) sin embargo, se desconoce cual es su rol en

microorganismos. A nivel microbiol6gico, ciertas cepas de Pseudomonas syringae subsp.
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savastanoi transforman el AIA en su forma de amida conjugada, AlA-lisina (Hutzinger y Kosuge,
1968) y el gen responsable de la sintesis de AlA-lisina es el iaal que codifica para una enzima ATP
dependiente que cataliza la formacion de un enlace amida entre el grupo carboxilo del AIA y el
grupo amino ¢ de la lisina (Hutzinger y Kosuge, 1968; Comai y Kosuge, 1983). Anteriormente, se
demostro que las variaciones en el tamafo del “pool” de AIA en P. syringae subsp. savastanoi estan
afectadas por la sintesis de AIA y la conversion de AlA en la forma conjugada. La funcién del gen
iaal puede estar relacionado con la patogénesis, pero actualmente el mecanismo de expresion y en

qué condiciones ambientales ocurre, no esta claro (Spena et al., 1991).

111.1.2.2.1 Hidrolisis de conjugados de AlA en B. japonicum

Los conjugados de auxinas desempefian un papel importante como formas de almacenamiento de
AlA en plantas superiores. La mayoria de las plantas mantienen el AIA conjugado (Cohen y
Bandurski, 1982) y los conjugados de AIA no solo sirven como reservorios de AlA inactivos, sino
gue también puede funcionar como intermediarios en el catabolismo de AIA (Cohen y Slovin,
2000). En la evolucién de las plantas terrestres los conjugados de AIA parecerian estar involucrados
en el desarrollo del embrion, la raiz y la vascularizacidn de tales estructuras. Todavia se desconoce
cual seria la funcién y la regulacion de la expresion de la actividad de hidrolisis en diferentes
especies de bacterias. A modo de ejemplo, podemos mencionar que Chou et al. (1996) identifico
una enzima con actividad del tipo hidrolasa sobre conjugados de AIA con aminodcidos (AlA-
amidas) de una cepa de Enterobacter agglomerans con aparente especificidad hacia el N-acil-
aspartato, pero la sintesis de esta enzima podria ser inducida ademas por otros compuestos con
estructura amida. Cassan et al. (2011) y Pierantonelli et al. (2013) observaron que B. japonicum
E109 tiene capacidad para hidrolizar algunos conjugados de AIA del tipo AlA-amidas, liberar y
catabolizar AIA, e inducir cambios fisiol6gicos sobre la produccion de biomasa bacteriana. Este
efecto particular de B. japonicum pareceria ser especifico para el AIA ya que otras hormonas
adicionadas al medio de cultivo, como acido giberélico (AGs) o kinetina (K) no fueron degradadas

0 modificadas en similares condiciones experimentales.

111.1.2.3 Catabolismo de AIA en bacterias

El catabolismo se define como un proceso catalitico irreversible que implica la pérdida de la
actividad bioldgica de la hormona como consecuencia de su conversion bioguimica (oxidacién) o
utilizacion como fuente de carbono o N por parte de un organismo (asimilacién). Cuando
consideramos el catabolismo oxidativo o asimilativo de AIA, debemos tener en cuenta las

siguientes reacciones quimicas:
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1. Oxidacién que altera la cadena lateral.

2. Oxidacién que producen compuestos oxindol o dioxindol.

3. Apertura del anillo pirrol y otras reacciones.

4. Conjugacion con aminodcidos, carbohidratos o moléculas pequefias.
Las reacciones 1, 2 y 4 han sido caracterizadas en bacterias (Ernstsen et al., 1987; Hutzinger y
Kosuge, 1968; Mino, 1970) y plantas (Suzuki et al., 1976; Nonhebel y Bandurski, 1984; Nonhebel
et al., 1985; Reinecke y Bandurski, 1983; Sandberg et al., 1987); mientras que las reacciones de tipo
3, solo se han descripto para bacterias como en caso de Arthobacter sp. (Mino, 1970) o
Pseudomonas sp. donde la via de catabolismo implica la formacion de compuestos intermediarios
del tipo escatol (3-metil indol); indoxilo (3-hidroxi indol); &cido salicilico y catecol (Proctor, 1958)
o como en el caso de ciertos ‘’aislamientos obtenidos de muestras de aire’” para los que la
degradacion ocurre con la formacion del acido o-formaminobenzoylacético; o-aminobenzoylacético
o antranilico (Tsubokura et al., 1961).
En el caso del catabolismo asimilativo, se puede mencionar el caso de Pseudomonas putida cepa
1290, donde el AlA degradado sirve como fuente de C y N para su crecimiento debido al alto valor
nutritivo y su facil digestibilidad, permitiendo la presencia y la expansién de las poblaciones de este
microorganismo en lugares donde el AlA esta disponible. P. putida 1290 degrada el AIA hasta
catecol debido a la existencia de un cluster compuesto de 10 genes (genes iac) que codifican un
conjunto de enzimas necesarias para la asimilacion metabdlica de AlA, via degradacion del grupo

indol.

111.1.2.3.1 Catabolismo de AlA en B. japonicum

A comienzos de la década del 90, se evalu6 la capacidad de sintetizar AIA en un gran nimero de
cepas de B. japonicum incluyendo la cepa tipo USDA110 (hoy B. diazoefficiens USDA110)
(Delamuta et al., 2013) y se comprob6 que algunas de ellas eran incapaces de producir esta
hormona y sobre la base de esta diferenciacidn, junto a la capacidad de producir rhizobiotoxina y
EPS dividieron a la especie en dos genotipos, denominados I y Il (Minamisawa y Fukai, 1991). Los
autores propusieron que la diferencia de acumulacion de AIA podria tener dos posibles
explicaciones. La primera en el que las cepas del Genotipo | no solo producen AIA, sino que
también pueden degradarlo y por ello que no se acumula en el sobrenadante del medio de cultivo;
mientras que las cepas de Genotipo Il producen la hormona y no pueden catabolizarla por lo que la
molécula se acumula en el medio. La segunda explicacion se basa en que las cepas del Genotipo 1l
solo sintetizan AlA, mientras que las de Genotipo | no pueden hacerlo por no poseer la maquinaria

genética y enzimatica para hacerlo.
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Otra via propuesta para el catabolismo de AIA, es aquella descripta para los bradyrhizobios por
Olesen y Jochimsen (1996) que supone el catabolismo a través de &cido dioxindol-3-acético, que
luego se convierte a 2-dioxindol y por accion de una isatina reductasa a isatina, compuesto que por
la accion de la isatina amidohidrolasa finalmente se convierte a cido aminofenil glioxilico (acido
isatinico) y &cido antranilico.

Otros autores evaluaron la capacidad catabolica de B. diazoefficiens USDA110 y observaron que
esta cepa es capaz de catabolizar la hormona y que la reaccidn seria dependiente de oxigeno. Segun
datos espectrométricos el anillo indol se romperia y la enzima encargada de dicha reaccion seria
analoga a la triptéfano 2,3-dioxigenasa. También hipotetizaron que el acido antranilico seria un
producto de degradacion de esta via catabdlica (Egebo et al., 1991). Jensen et al. (1995) aislaron los
metabolitos de la degradacion de AIA de B. diazoefficiens USDA110 y los analizaron a través de
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), y espectrometria de masas (MS) y los productos
identificados indicarian una nueva via metabodlica en la que el AIA se oxida a &cido dioxindol-3-
acético, luego a dioxindol, una nueva oxidacion ocurre dando como producto isatina, luego este se
hidroliza a acido glioxilico a-aminofenil (&cido isatinico) para dar como producto final de la
reaccion cido antranilico. Estos autores proponen que el acido antranilico sigue metabolizandose a
productos no identificados, sin embargo no pudieron determinarlo como tampoco las enzimas
encargadas de la degradacion de la hormona. Otros autores observaron que al adicionar AlA a una
mutante de B. diazoefficiens USDA110 hiperproductora de AIA, se acumulaba en el medio de
cultivo, un compuesto que se correlacionaba con el 4cido isatinico y dioxindol, pero al evaluar otra
cepa de Bradyrhizobium sp. con las mismas caracteristicas que la anterior, no se observd la
acumulacién de dichos compuestos. Esto hecho, mas la ausencia de la actividad de las enzimas
isatina amidohidrolasa e isatina reductasa, hacen suponer que una via catabolica diferente podria
estar operando en bacterias de este género (Jarabo-Lorenzo et al. 1998).

Donati et al. (2013) evaluaron la actividad transcripcional de B. diazoefficiens USDA110 posterior a
la adicion de AIA al medio de cultivo. Observaron un incremento en la expresion de genes
relacionados con el estrés (proteinas de shock térmico, frio y proteinas asociadas al mantenimiento
de la integridad de la proteina), como también un incremento en la expresion de los genes de
biosintesis de EPS. No pudieron determinar las enzimas responsables de la degradacién de AlA,
pero proponen dos enzimas como las supuestas responsables del catabolismo de la hormona, la
indol piruvato ferredoxina oxidorreductasa y triptéfano 2,3-dioxigenasa, ya que fueron inducidas y
tendrian un rol en el metabolismo de AIA (van Puyvelde et al., 2011; Egebo et al., 1991); sin

embargo, no existen reportes posteriores que confirmen esta hipdtesis.
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I11.2 METODOLOGIA

111.2.1 Material Bioldgico

B. japonicum E109 fue provista por el Banco de cepas del IMyZA-INTA Castelar y B. elkanii
SEMIA 5019 provista por el Banco de cepas de Embrapa de Brasil.

111.2.2 Cuantificacion de AIA por espectrofotometria

Se tomaron 1000 pl del cultivo bacteriano y se colocaron en un tubo pléastico de tipo eppendorf de
1,5 ml de capacidad. Se centrifugaron a 10.000 rpm por 10 min y se filtraron (0.2 pm). Se tomaron
500 I del sobrenadante y se mezclaron con 500 pl del reactivo de Salkowski, el cual consta de 7.9
M de écido sulfurico (H.SO.) y 12,5 g.L* de cloruro de hierro (FeCls), agitando varias veces en
forma de inversién y suavemente. Se incubaron por 30 min en completa oscuridad y se midié la
absorbancia en un espectrofotdémetro a 530 nm. Con los datos de absorbancia se obtuvo un
promedio de 3 réplicas de la muestra (réplica experimental) y 3 réplicas del tratamiento (réplica
biolégica) y se realizé el célculo de concentracion por el uso de la ecuacion obtenida de una curva
patrén adquirido con soluciones entre 0.1-50 mM de AIA puro. La concentracion de AlA se expresa

en ug.ml?,

111.2.3 Identificacion y cuantificacion de AIA y otras auxinas por HPLC

Para validar las determinaciones por el método colorimétrico se desarrollé el método de HPLC.
Para la obtencion del sobrenadante se procedié como se explicd anteriormente. El sobrenadante
filtrado se inyect6 con un volumen final de 20 ul en una equipo de HPLC Waters 600-MS (Waters
Inc.) equipado con inyector U6K con 20 pl de capacidad, columna Cis en fase reversa (Purospher
STAR RP C-18 3um, Lichrocart 55-4) y acoplado a un sistema de espectrofotometria con detector
UV-VIS Waters 486 (Waters Inc.) ajustado a 265 nm. Las condiciones de la corrida fueron
establecidas con una mezcla de etanol: acético: agua (Et-OH/H-Ac/H-0) (12:1:87) como solvente de
corrida y un flujo de 1 ml.min?® a una temperatura de 30°C. El tiempo de retencién para cada
compuesto de interés fue previamente identificado mediante el uso de la droga en estado puro
(Sigma-Aldrich, Olchemin). Para el caso particular del AIA y en las condiciones establecidas, el
tiempo de retencion se establecié entre 10.1-10.3 min y la cuantificacion se realiz6 por la
integracion del pico de &rea correspondiente al tiempo de retencion (RT) con un software integrado
(Waters Inc.).
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111.2.4 Biosintesis de AIA por B. japonicum E109
Se inoculé un frasco de vidrio de 250 ml de capacidad, conteniendo 100 ml de medio de cultivo
EMA (Vincent, 1970) con un pre-cultivo de B. japonicum E109. El cultivo se incub6 en estufa a
30°C y con una agitacién de 180 rpm. Una vez que el cultivo lleg6 a una DOsgs aproximadamente de
0.6 se tomaron alicuotas de 5 ml y se colocaron en tubos de ensayo de 10 ml. Este modelo
experimental se realiz6 por triplicado y para cada condicion experimental, que se detallan a
continuacion:

1. Cultivo de E109 (control)

2. Cultivo de E109, con la adicién de 10 mg.I"t de L-Trp
El L-Trp se adicion6 al medio de cultivo como precursor para la sintesis de AlA.
Se tomaron muestras a las 24 y 48 h del crecimiento para la determinacién de la DOsgs, €l recuento
de unidades formadoras de colonias (ufc.ml) por el método de microgota, donde las placas se
incubaron en posicion invertida a 30°C durante 7 dias. Como controles de calidad relacionados con
la pureza de los cultivos se sembraron placa de Petri conteniendo agar EMA (Vincent, 1970) para
observar el desarrollo tipico del microorganismo y agar TSA (Tripteina de soya) que inhibe el

desarrollo de bradyrhizobios y permite el desarrollo de contaminantes.

111.2.5 Hidrdlisis de conjugados de AlA-amidas por B. japonicum E109
Se obtuvo un cultivo de E109 como se menciond antes y se dividi6 en los siguientes tratamientos
para este experimento en particular:

1. Cultivo de E109 (control)

2. Cultivo de E109 con la adicion de 0.1 mM de AlA-fenilalanina

3. Cultivo de E109 con la adicion de 0.1 mM de AlA-leucina

4. Cultivo de E109 con la adicién de 0.1 mM de AlA-alanina
Los tubos se incubaron en agitacion, y como pardmetros de mayor interés fueron evaluados la
DOsos, ufc.ml?, produccion de exopolisacaridos (EPS). A las 24 y 48 horas se determiné la
concentracion de AIA (ug.ml?) por los métodos descriptos anteriormente. Para la cuantificacion de
EPS, a partir de los se tomaron muestras de cada uno de los tubos a las 24 y 48 horas, luego se
centrifugaron a 16.000 x g durante 30 min a 4°C. Se filtr6 el sobrenadante (tamafio de poro, 0.45
pm) y se traté con DNasa | y proteinasa K como se ha descrito previamente (Bergmaier et al., 2001;
Read y Costerton, 1987). EI EPS precipité durante la noche con 3 volimenes de etanol a -20°C.
Una segunda precipitacion con etanol se llevé a cabo para asegurar la adecuada recuperacion de

EPS (Chang et al., 2007; Donati et al., 2013). EI EPS se secd a temperatura ambiente antes de ser re
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suspendido en agua des ionizada. El contenido total de hidratos de carbono se midié mediante el

método de fenol-acido sulfurico (DuBois et al., 1956) con glucosa como estandar.

111.2.6 Conjugacion de AIA con aminoacidos por B. japonicum E109
A partir de un cultivo de E109 en fase exponencial temprana, se dividieron los tratamientos:
1. Cultivo de E109 (control)
2. Cultivo de E109 con la adicion de 0.1 mM de AIA y L-fenilalanina (L-phe)
3. Cultivo de E109 con la adicion de 0.1 mM de AIlA'y L-leucina (L-leu)
4. Cultivo de E109 con la adicion de 0.1 mM de AlIA y L-alanina (L-ala)
Los tubos se incubaron en agitacién, y como pardmetros de mayor interés fueron evaluados la
DOsgs, ufc.ml?, EPS. A las 24 y 48 horas se determind la concentracion de AIA (pg.ml?) por los

métodos descriptos anteriormente.

111.2.7 Hidrdlisis y catabolismo en diferentes fases de crecimiento por B. japonicum E109
Se obtuvo un cultivo de E109, de la manera descripta previamente, y en las diferentes fases de la
curva de crecimiento sigmoide (lag, exponencial temprana, exponencial y estacionaria) se tomaron
alicuotas en condiciones de esterilidad y se establecieron los siguientes tratamientos:

1. Cultivo de E109 (control)

2. Cultivo de E109 con la adicion de 0.1 mM de AIA

3. Cultivo de E109 con la adicion de 0.1 mM de AlA-phe

4. Cultivo de E109 con la adicién de 0.1 mM de AlA-leu

5. Cultivo de E109 con la adicion de 0.1 mM de AlA-ala
Todos los tratamientos fueron incubados a una temperatura de 30°C, en agitacion durante 48 horas
y los pardmetros evaluados fueron mencionados anteriormente. También se calculd el tiempo de
generacion en funcion de la biomasa y se midi6 la concentraciéon de AIA (ug.ml?), a diferentes

tiempos de desarrollo de la curva sigmoide (0, 6, 24 y 48 h) por las técnicas descriptas.

111.2.8 Catabolismo de AlA por B. japonicum E109

111.2.8.1 Catabolismo de AIA y otras auxinas sintéticas y naturales por B. japonicum E109
E109 se cultivd como se describié anteriormente. Los cultivos se mantuvieron en agitacion hasta
llegar a una DOsgs aproximadamente de 0.5-0.6 correspondiente con la fase exponencial temprana
de crecimiento. Con una pipeta estéril se tomaron alicuotas de 5 ml de cultivo y se colocaron de

manera individual en tubos de borosilicato previamente esterilizados. Este modelo experimental se
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realizé por triplicado y para cada tratamiento. Luego de un periodo de adaptacion de 15 min, se
establecieron las siguientes condiciones experimentales:
1. Cultivo de E109
2. Cultivo de E109 con la adicion de 0.1 mM de AIA
3. Cultivo de E109 con la adicion de 0.1 mM IBA
4. Cultivo de E109 con la adicion de 0.1 mM ANA (&cido acético-1-naftaleno)
Nota: 0.1 mM de equivalen a 17.51 pg.mi™de AlA.
Los tubos se incubaron en agitacion a 180 rpm. Como parametros de mayor interés fueron
evaluados la DOsgs, ufc.ml y la produccién de EPS.

111.2.8.2 Catabolismo de AlIA por B. japonicum E109
Para la evaluacion de catabolismo de AIA se trabajo con otra bacteria, ademas de E109, B. elkanii
SEMIA 5019. Esta cepa fue seleccionada para este experimento, porgque es una bacteria capaz de
sintetizar AlA sin presentar un catabolismo activo por ello se utiliz6 como control positivo del
catabolismo. E109 y SEMIA 5019 se cultivaron como se describié. Los cultivos se mantuvieron en
agitacion hasta llegar a una DOsgs=0.5-0.6 correspondiente con una fase exponencial temprana de
crecimiento. Con una pipeta estéril se tomaron alicuotas de 5 ml de cultivo y se colocaron de
manera individual en tubos de borosilicato previamente esterilizados. Este modelo experimental se
realizd por triplicado para cada cepa y para cada condicion experimental. Luego de un periodo de
adaptacion de 15 min, se establecieron dos condiciones para cada cepa:

1. E109/5019 (Control)

2. E109/5019 con la adicién de 40 pg.ml? (p/v) de AIA

3. Medio EMA (control)
En el tratamiento control se adicion6 un volumen de agua destilada estéril equivalente, como un
control de la dilucion. Ademas, se considerd un control adicional por la adicién de la hormona al
medio EMA sin inocular (Vincent, 1970) para verificar si los componentes del medio podian
intervenir en el catabolismo del AIA. Como pardmetros de mayor interés fueron evaluados el
crecimiento bacteriano como DOsgs (antes de la induccién y al final de la incubacion) y la
concentracion de AlA en funcién del tiempo. Para ello, se tomaron muestras del medio de cultivo

cada 2 horas hasta el final del experimento.

111.2.8.3 Catabolismo de AlA en sobrenadantes de B. japonicum E109
Se obtuvo un cultivo de E109, y luego se procedi6 a obtener el sobrenadante. Para ello, se colocaron

50 ml del cultivo en un tubo plastico cénico de igual capacidad que se centrifug6 a 8000 rpm por 15
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min. Se repito el ciclo de centrifugacion para logar la méxima separacion del sobrenadante. De cada
tubo pléastico, se tomaron en varias oportunidades 5 ml de sobrenadante que fueron transferidos a
tubos de vidrio estériles de 10 ml de capacidad por triplicado. Los tratamientos realizados se
resumen a continuacion:

1. Sobrenadante de E109 (Control)

2. Sobrenadante de E109 con la adicion de 15 pg.mi™ de AIA

3. Sobrenadante desnaturalizado de E109 (Control)

4. Sobrenadante desnaturalizado con la adicion de 20 pg.ml™* de AIA
La desnaturalizacion del sobrenadante se llevd a cabo por la exposicion de los tubos a una
temperatura de 90°C durante 10 min. Los tubos se incubaron a una temperatura de 30°C y 180 rpm
de agitacion, y se tomaron muestras periddicas de sobrenadante, cada 2 horas y hasta la finalizacién

del experimento.

111.2.8.4 Cinética de degradacién de AlA en B. japonicum E109
111.2.8.4.1 Doble induccién con AIA y saturacion
B. japonicum E109 se cultivé como se menciond previamente hasta alcanzar la fase exponencial de
crecimiento. Adicionalmente, se utilizé la cepa de SEMIA 5019. Se obtuvieron los sobrenadantes
de los cultivos, como se describié previamente. En este punto, se tomaron alicuotas de 10 ml en
tubos estériles de acuerdo a los siguientes tratamientos:

1. Cultivo de E109 con la adicion de 40 pg.ml™ de AIA

2. Cultivo de E109 con la adicidn de agua destilada estéril

3. Sobrenadante de E109 la con adicién de 40 pg.ml™* de AIA

4. Sobrenadante de E109 desnaturalizado* con la adicién de 40 pg.ml™ de AIA

5. Cultivo de 5019 con la adicién de 40 pg.ml de AIA

6. Cultivo 5019 con la adicién de agua destilada estéril

7. Medio de cultivo EMA con la adicién de 40 pug.ml* de AIA
*La desnaturalizacion del sobrenadante se realizé en un bafio a 90°C durante 10 min.
Este modelo experimental se realiz6 por triplicado para cada condicion experimental. Luego de la
induccién con AlA, los tubos se incubaron como se describidé durante 10 horas. Luego de la
incubacion, para cada tratamiento y de cada tubo se tom6 una alicuota de aproximadamente 1.5 ml
para medir el crecimiento bacteriano (DOses) y para cuantificar la concentracion de AlA, como
también se hicieron controles de pureza y recuento de microorganismos. En el caso de los
tratamientos con cultivos (1, 2, 5y 6), los mismos se centrifugaron, se tomaron alicuotas de 5 ml y

se colocaron en tubos de ensayo estériles. En este punto, se procedid a realizar la segunda induccion
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por adicion de una concentracion similar de AlA. Los tratamientos se incubaron, en las mismas
condiciones experimentales, tomando muestras cada 2 h hasta el final del ensayo para la
cuantificacion de la concentracion de AlA.

111.2.8.4.2 Catabolismo de AIA en diferentes fases de crecimiento
Se evalud la degradacion de la fitohormona en diferentes fases del crecimiento de E109 con el
objetivo de ver si existian diferencias en la velocidad de degradacion de la hormona como una
posible acumulacion de enzimas en el medio extracelular de E109.
Para ello, B. japonicum E109 se cultivd como se mencioné previamente hasta alcanzar la fase
exponencial (DOsys=0,8) donde se tomaron las muestras para la evaluacion. Luego, se llevo el
cultivo a agitacion en las condiciones descriptas y se dej6 crecer hasta llegar a la fase estacionaria
(DOsg5=1.1). Una vez obtenidos los cultivos en la fase de crecimiento apropiada, se obtuvieron los
sobrenadantes y se realizaron los siguientes tratamientos, considerando dos concentraciones de AlA
y tres réplicas por tratamiento:

1. Sobrenadante en fase exponencial con el agregado de 15 pg.ml? de AIA

2. Sobrenadante en fase estacionaria con el agregado de 15 pg.ml™ de AIA

3. Sobrenadante en fase exponencial con el agregado de 30 pg.ml* de AIA

4. Sobrenadante en fase estacionaria con el agregado de 30 pg.ml? de AIA
Los tubos conteniendo los sobrenadantes inducidos con ambas concentraciones de la hormona y en
diferentes estadios de crecimiento se incubaron con una agitacién de 180 rpm a 30°C. Se tomaron
muestras cada 2 h hasta final del ensayo, donde se evalué para cada punto la concentracién de AIA

(1g.mlt) como se describié previamente.

111.2.8.4.3 Catabolismo de AlA en concentraciones crecientes de AIA
Para conocer atin mas la degradacion de la hormona por parte de E109, probamos el catabolismo
con concentraciones crecientes de AlA para establecer si la bacteria posee una saturacion.
Para ello, se obtuvo un cultivo de E109 en fase estacionaria (DOsgs=1.2) y se fracciono 5 ml de
cultivo en tubos de boro silicato estériles 10 ml de capacidad (por triplicado), segun los siguientes
tratamientos:

1. E109 (Control)

2. E109 con la adicion de 0.25 mM de AIA

3. E109 con la adicion de 0.5 mM de AIA

4. E109 con la adicion de 1 mM de AIA

5. E109 con la adicion de 2 mM de AIA
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6. E109 con la adicion de 5 mM de AIA
Inmediatamente luego de la induccion se tomo una muestra a la cual se cuantificd la concentracion
de AIA considerada como muestra a tiempo cero (To) del experimento y luego se tomaron muestras
a las 8, 12 horas y luego cada 24 h hasta el final del experimento. Los tubos incubaron en estufa a
30°C en agitacion, como se describio.

111.2.8.5 Efecto de AIA exdgeno sobre la fisiologia de B. japonicum E109 y su efecto sobre su
capacidad de establecer simbiosis con semillas de soja
111.2.8.5.1 Efecto del AlA exdgeno sobre la fisiologia de B. japonicum E109
Para este experimento, se obtuvieron un cultivo de E109 en fase exponencial (DOsg5=0.8), como se
indico. Luego se dividio el cultivo en los siguientes tratamientos:

1. E109 (Control)

2. E109 con la adicién de 0.1 mM de AIA (aproximadamente 20 pg.mi™)
Para comprender el efecto de la presencia de AlA exdgeno en cultivos puros de B. japonicum E109
a nivel de su comportamiento fisioldgico y su interaccion simbiotica con soja, fueron evaluados
como parametros de interés: (1) crecimiento bacteriano (ufc.ml?); (2) produccion de biomasa
(DOsgs); (3) produccién de EPS.

111.2.8.5.2 Recuperacién de B. japonicum E109 en semillas de soja

A partir de las semillas inoculadas con los cultivos de E109 control y E109 con la adicién de AIA
gue se describid en el item anterior, se llevd a cabo una recuperacién de microorganismos en las
semillas. Brevemente las semillas de soja se mantuvieron a temperatura ambiente durante 4 h; 1, 2,
3, 4,5y 6 dias hasta la evaluacion. En cada tiempo seleccionado, se realiz6 un recuento de bacterias
usando un sub-muestra de 100 semillas que se colocaron en un matraz de 250 ml con 100 ml de
solucion salina estéril y se colocé en un agitador magnético a 450 a 500 rpm durante 15 minutos.
Inmediatamente, se hicieron diluciones decimales en tubos de 20 ml con 9 ml de solucién salina
hasta 10*. Finalmente, se inocul6 0.1 ml de cada dilucién por triplicado en placas de EMA con 0.2
g.It PCNB (Pentacloronitrobenzeno) y 1.0 mg.I"* vancomicina, de acuerdo a (Penna et al., 2011).
Las placas se incubaron en posicion invertida a 30°C durante 7 dias. Se realizaron tratamientos de
control para descartar el posible recuento de poblacion de rizobios pre-existentes en las semillas de

soja. Los resultados se expresaron como ufc.semilla.
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111.2.8.5.3 Evaluacidn del establecimiento de la simbiosis B. japonicum E109-soja

De acuerdo al procedimiento anterior, 1000 gramos de semilla de soja (cv. Don Mario) fueron
inoculadas y se sembraron en macetas plésticas de 1 litro de capacidad que contenian vermiculita
como sustrato. Diez plantulas de soja crecieron y se regaron con solucion de Hoagland estéril
deficiente en N (25% v/v) (Hoagland y Broyer, 1936) proporcionada por riego capilar. Las plantulas
se mantuvieron durante 21 dias en camara de crecimiento con un fotoperiodo de 16 h de luz
(30°C)/8 h de oscuridad (20°C) con 80% de humedad relativa. Luego se midieron los siguientes
parametros como indicadores de la promocion del crecimiento vegetal (Albanesi et al., 2013): (a)
nodulos de la raiz principal (b) nédulos de la raiz secundaria (c) nimero de nddulos totales (d) peso
seco de la raiz y parte aérea, (d) porcentaje de plantas noduladas con tres 0 mas nddulos en la raiz
principal (Burton et al., 1972).

111.2.8.6 Perfil de metabolitos y catabolitos en B. japonicum E109
111.2.8.6.1 Perfil de metabolitos de AlA en cultivos de B. japonicum E109
Este ensayo se realizd con el objetivo de conocer algunos de los metabolitos generados durante el
crecimiento de E109 en medio de cultivo. Esta evaluacion fue posible gracias a la colaboracién de
con el grupo del Prof. Dr. Miroslav Strnd del Laboratorio de Reguladores del Crecimiento en
Republica Checa.
Para la obtencion del perfil metabolémico de E109 se utiliz6 una metodologia que permite la
deteccién de precursores de AIA conocidos y productos de degradacién en simultdneo con
cantidades pequefias de cultivos. EI método combina un método de purificacion de una etapa de
extraccion en fase solida (SPE) con el andlisis sensible y selectivo de cromatografia liquida-
monitoreo de multiples reacciones-espectrometria de masas (LC-MRM-MS) (Novék et al., 2012).
Brevemente, se obtuvo un cultivo de E109 y SEMIA 5019 en la fase exponencial (DOsgs= 0,8-1,0,
respectivamente). Se tomaron 750 pl de cada cultivo y se inocul6 en un frasco de vidrio (250 ml)
con 150 ml de medio EMA (Vincent, 1970) o medio EMA més la adicion de L-Trp, de acuerdo con
los siguientes tratamientos:

1. B. japonicum E109 (EMA)

2. B.japonicum E109 (EMA con L-Trp)

3. B. elkanii SEMIA 5019 (EMA)

4. B. elkanii SEMIA 5019 (EMA con L-Trp)
Las bacterias crecieron hasta alcanzar la fase estacionaria tardia de cultivo (DOsgs=1.4 hasta 1.6,
para E109 y 5019 respectivamente). Por ultimo, se tomaron muestras de cada uno de los

tratamientos, se centrifugaron y se filtrd el sobrenadante para obtener muestras limpias con el fin de
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identificar y cuantificar todos los metabolitos del grupo de las auxinas. La muestra original se
dividié en 3 sub-muestras con un volumen equivalente. Para la cuantificacion de AIA y sus
metabolitos, se tomaron 20 pl de cada sobrenadante. Para validar la cuantificacion de metabolitos
enddgenos de auxinas, se afiadieron los siguientes estandares internos marcados con isétopos
estables como trazas: [**Ce]-AlAsp, [**Ce]-IAGIu (5 pmol por muestra), [**Ce]-ANT, [**Ce]-AlA,
[1*Ce]-IAM, [Ha]-IPYA, [**Cs]-0xAIA (10 pmol por muestra), [**Ce]-IAN y [?Hs]-Trp (100 pmol
por muestra). Los sobrenadantes se incubaron a 4°C con agitacion continua (15 min), se
centrifugaron (15 min, 23 000 g a 4°C), y luego fueron divididos en dos muestras. En una muestra,
el pH se ajusté a 2,7 con HCI 1 M, y la muestra se purificd por extraccion en fase sélida utilizando
columnas OasisTM de HLB (1/30 ml.mg?, Waters, http://www.waters.com) condicionado con 1 ml
de metanol puro y 1 ml de agua destilada, y se equilibré con 0.5 ml de buffer fosfato de sodio (se
acidificé con HCI 1 M a pH 2.7). Después de la inyeccion de la muestra, la columna se lavo con 2
ml al 5% (v/v) de metanol y se eluyé con 2 ml al 80% de metanol (v/v). El eluido se evapor6 hasta
sequedad a vacio y se almacend a -20°C hasta el analisis LC/MS. La segunda mitad del
sobrenadante (aproximadamente 0.5 ml) se derivé usando cisteamina para convertir los metabolitos
labiles, AIAId y IPyA a los derivados de tiazolidina AIAId-TAZ y IPyA-TAZ. Tres mililitros de
una solucién 0,25 M de cisteamina (ajustado con NH3 a pH 8,0) se afiadi6 a cada extracto. Las
muestras se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente y se purific6 como se describid

anteriormente.

111.2.8.6.2 Perfil del catabolismo de AlA en B. japonicum E109

Este ensayo se realizd con el objetivo de conocer algunos de los metabolitos generados durante el
catabolismo de AIA en E109 en medio de cultivo. Esta evaluacién también fue posible gracias a la
colaboracion del Prof. Dr. Miroslav Strnd del laboratorio de reguladores de crecimiento de la
Facultad de Ciencias, perteneciente a la Universidad de Palacky y el Instituto de Botanica
Experimental de la Academia de Ciencias de la Republica Checa.

Para ello, se obtuvieron cultivos puros de E109 y 5019 en fase exponencial (DOsgs=0.5-0.6). Los
cultivos se dividieron en dos muestras de 50 ml usando frascos de vidrio estériles. A una de las
muestras, luego de un periodo de adaptacion de 30 minutos, se le adicion6 20 pg.mlt de AIA. A la
otra muestra se adicion6 el mismo volumen de agua destilada estéril como control. Los tratamientos
se incubaron en las condiciones mencionadas previamente. Posteriormente, se tomaron muestras de
25 ml luego de 4 y 8 h de incubacién. Las mismas se centrifugaron y se filtraron para obtener

sobrenadantes clarificados con el fin de identificar y cuantificar los metabolitos de AlA y auxinas
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(incluyendo catabolitos) por el analisis LC-MRM-MS anélisis (Novék et al., 2012), como se

menciond en el item anterior.

111.2.9 Analisis Estadistico
Los analisis estadisticos de los resultados obtenidos se realizaron a través del software InfoStat,
version 2008, Grupo InfoStat. (Di Rienzo et al. 2008). Los andlisis estadisticos realizados fue

andlisis de varianza (ANOVA), el test de comparacion Tukey con un p < 0,05.
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111.3 RESULTADOS

111.3.1 Biosintesis de AlA por B. japonicum E109

El andlisis funcional del genoma realizado de la via metabdlica para la sintesis de AlA a través de
KEGG (Figura 30 del capitulo 1) muestra que posee secuencias codificantes de al menos una de
las vias de sintesis de AIA, la via IAM. Evaluamos el crecimiento de E109 y medimos la

produccién de AlA en medio EMA con la adicién de L-Trp.

Bradyrhizobium japonicum E109
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Figura 34. Crecimiento (DOsgs) de B. japonicum E109 y sintesis de AlIA, expresada como pg.mi?

en funcion del tiempo.

En la Figura 34 se observa el crecimiento de E109 y la sintesis de AIA. Podemos ver gque en
ninguno de los tiempos evaluados se observa concentraciones significativas de la fitohormona.
Estos resultados han sido contradictorios, lo que inicialmente podria atribuirse a que E109 no posee
la capacidad de sintetizar AlA.

La Tabla 10 detalla los resultados del mismo ensayo para E109 para el tratamiento control y el

tratamiento con la variante de la adicion del precursor L-Trp al medio de cultivo.
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Tabla 9. Valores de la producciéon de biomasa (DOses), nimero de células (ufc.ml?) y la
concentracion de AIA (ug.ml?) por E109 en medios EMA o EMA modificados por la adicién de L-
Trp. Las letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey p <0,05.

Cultivo de E109 Medio EMA sin L-Trp Medio EMA con L-Trp
Tiempo 0 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas

Produccién de
Biomasa. 0.613+0.01 1.445+0.010* 1.873+0.016° 1.453+0.018% 1.854+0.036°

DOsgs

NUmero de

, 4 8.34x107 5.21x108 1.31x10° 5.42x108 1.23x10°
celulas. ufc.ml

Concentracion
de AIA. pgml? 0 S/D S/D S/D )

Los tratamientos muestran que no hay diferencias significativas entre la utilizacién de ambos
medios de cultivo con o sin la adicion del precursor L-tript6fano, tanto a nivel de los parametros de
crecimiento, como en el nimero de células. En ningun caso se pudo detectar la hormona en el
medio de cultivo, aun cuando se adiciond el precursor para su sintesis. Segun la literatura,
Bradyrhizobium tiene la capacidad de producir AIA en medio de cultivo (Hunter, 1989; Hutzinger y
Kosuge, 1968), Ademas de que algunas cepas pueden sintetizar esta auxina, también son capaces de
catabolizar AlA. Jensen et al. (1995) observo el catabolismo de AlA en cepas de B. japonicum, es
decir a pesar de que la bacteria posea genéticamente la capacidad de producir este compuesto,

cuando lo hace, inmediatamente es catabolizado en el medio de cultivo.
111.3.2 Hidrdlisis de conjugados de AlA-amidas por B. japonicum E109

Ademas de la sintesis de AIA en medio de cultivo por E109, evaluamos si esta bacteria es capaz de

conjugar AlA con amidas, tales como fenilalanina, leucina y alanina.
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Tabla 10. Produccién de biomasa (DOsgs), Viabilidad (ufc.ml?) y produccién de EPS (ug.mlt) por
E109 en los medios de EMA o EMA modificados por la adicion de amidas de AIA (AlA-phe, AlA-
leu y AlA-ala) durante la fase exponencial de crecimiento (DOsges aprox. 0,6). Las letras diferentes
representan diferencias significativas por la prueba de Tukey p <0,05.

E109 Medio EMA Medio EMA AlA-Phe  Medio EMA AlA-leu Medio EMA AlA-ala

24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
DOsgs 1.44+0.012 1.85+0.06° 1.56+0.01° 2.07+0.01¢ 1.57+0.03® 2.09+0.00¢ 1.58+0.03" 2.08+0.01¢
ufc.ml? 5.21x10%8 1.23x10° 5.44x10%8 1.12x10° 5.19x10® 1.17x10° 5.27x10%8 1.19 x10°

EPS 2.38+0.13% 4.17+0.39 7.13+0.76° 12.13+0.96¢ 647 10.47%

c d
ug.ml! 0.26° 0.96¢ 7.47£0.84° 11.47+0.47

*Se utilizé el mismo tratamiento de medio EMA como control de los experimentos de catabolismo,

hidrolisis y conjugacién.

La produccion de biomasa en los cultivos de E109 modificados por la adicién de amidas de AlA,
mostraron un aumento significativo respecto del control a las 24 y 48 horas. Para el caso de
recuento de microorganismos, no hubo diferencias significativas con respecto al control sin la
adicion exogena de conjugados. La produccion de EPS se vio modificada en los tres tratamientos, a
las 24 h hubo mayor cantidad cuantificada en el caso del tratamiento con AlA-ala, mientras que a
las 48 h la adicion de AlA-phe produjo cuatro veces mas que el tratamiento control.

Hidrdlisis de conjugados de amidas
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Figura 35. Concentracion de conjugados AlA-amida (ug.ml?) en sobrenadantes de E109 obtenidos
en medio EMA modificados por la adicion de 0.1 mM AlA-phe, AlA-leu o AlA-ala durante la fase

de crecimiento exponencial (DOsgs=0,613). Los tratamientos con porcentajes por encima de las
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barras tienen diferencia significativa contra el tratamiento de control (To) Las letras diferentes
representan diferencias significativas por la prueba de Tukey p <0,05. Barras negras representan la
concentracion de AIA (ug.ml?) en los sobrenadantes.

Como se observa en la Figura 35 el tratamiento mas exitoso fue aquel con adicion de AlA-ala
porque a las 24 horas se hidrolizé por completo el conjugado, pero no se detectaron cantidades
significativas de AIA libre, indicando que cuando se hidroliza el conjugado y el AlA queda libre
rdpidamente se cataboliza y no se puede cuantificar. Para el caso de la adicion de AlA-leu existio
una hidrolisis de un 60% a las 24 horas y a las 48 horas ya no se detectd el compuesto en el medio
de cultivo, pero en este caso y al igual que por la adicion de AlA-leu, la molécula de AIA fue
detectada a las 24 horas desde la induccion. En resumen, en las condiciones evaluadas, E109 puede

hidrolizar los conjugados de AIA (AlA-amidas) y degradar el AlA libre.

111.3.3 Conjugacion de AlA con aminoacidos por B. japonicum E109
La Tabla 11, resume los tratamientos y parametros considerados para la evaluacion de la capacidad

de B. japonicum E109 para conjugar AlA con los aminoacidos L-phe, L-leu y L-ala.

Tabla 11. Produccion de biomasa (DOses), Viabilidad (ufc.ml?) y produccién de EPS (ug.mlt) por
E109 en medio EMA y EMA modificado por la adicion de AIA y aminoacidos (L-phe, L-leuy L-
ala) durante la fase de crecimiento exponencial (DOsgs aprox. 0,6) después de 24 y 48 horas de

incubacion. Diferentes letras representan diferencias significativas por la prueba de Tukey p <0,05.

E109 Medio EMA EMA con AIAY L-phe  EMA con AIAY L-leu AlAy L-ala

24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
DO595  1.45+0.012 1.84+0.06° 1.52+0.02® 1.99+0.01¢ 1.53+0.01° 1.98+0.01¢ 1.52+0.04¢ 1.98+0.02¢

ufc.ml! 5.21x108  1.23x10°  5.66 x108 1.30x10°  5.37x10® 1.27x10° 5.20x10%®  1.19 x10°

EPS.
pg.ml?t
AlA.
pg.ml?

2.38+0.13% 4.17+0.39° 5.88+0.41°¢ 10.04+0.37¢ 5.71+0.24° 9.99+0.78¢ 6.01+0.51°¢ 9.78+0.51¢

S/D S/ID S/ID S/ID

S/D: no se identificd AIA ni conjugados de AIA con amino&cidos.
*Se utilizé el mismo tratamiento de medio EMA como control de los experimentos de catabolismo,

hidrolisis y conjugacion.

En cuanto a la biomasa y la produccion de EPS, en los tres tratamientos hubo un aumento con
diferencias significativas sobre este pardmetro asociado a la adicion de AIA exdgeno al medio de

cultivo, y en el recuento de microorganismos se identificd que el tratamiento AIA con L-ala
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disminuy6 con respecto a los demas tratamientos. En cuanto a la concentracion de AlA, no se pudo
identificar ni el metabolito de manera libre ni conjugado con aminoécidos, percibiendo que E109 ha
catabolizado este compuesto y que no posee capacidad de formar conjugados con los aminoacidos

adicionados en el medio de cultivo.

111.3.4 Hidrdlisis y catabolismo en diferentes fases de crecimiento por B. japonicum E109
111.3.4.1 Fase Lag de crecimiento de E109

A continuacion, en la Tabla 12 se resumen los valores obtenidos para el ensayo de catabolismo e
hidrolisis de auxinas en fase lag de un cultivo de E1009.

Tabla 12. Produccién de biomasa (DOsgs), viabilidad (ufc.ml?) y el tiempo de generacién en
funcidn de la biomasa (DOsgs) de E109 en medios de EMA o EMA modificados mediante la adicion
de AIA o conjugados AlA-amidas (AlA-phe, AlA-leu y AlA-ala) durante la fase lag de

crecimiento.
Cultivo de E109 EMA EMA + AIA EMA + AlA-phe EMA + AlA-leu EMA + AlA-ala
DOsgs 0.631+0.043% 0.642+0.0212 0. 653+0.0372 0.655+0.0232 0.654+0.0412
ufc.ml 9.94x107 1.05 x108 1.07 x108 9.98 x107 1.07 x108
Tiempo de generacion 14.91 15.12+0.21 h 14.94 +0.03 h 15.01 +0.10 h 14.97 +0.06 h

Distintas letras representan diferencias significativas por la prueba de Tukey p <0,05.

Los parametros evaluados para el catabolismo e hidrolisis de conjugados de AIA con aminoéacidos
(AlA-amidas) durante la fase lag crecimiento de E109, no fueron marcadamente diferentes del
control sin adicion de AlA. Luego de 48 horas de incubacidn, los cultivos con los conjugados no
mostraron diferencias significativas en la produccién de biomasa, y el tiempo de duplicacién fue
levemente mayor para los tres tratamientos, con respecto al control. En cuanto al recuento, hubo un
pequefio aumento en el nimero de células viables, pero el tratamiento de AlA-leu fue el méas similar

con respecto al control.
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Fase Lag de E109
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Figura 36. Concentracion de auxinas (pg.ml™?) en sobrenadantes de E109 obtenidos en medio EMA
modificado mediante la adicion de 0.1 mM AIA o conjugados AlA-amida (AlA-phe, AlA-leu y
AlA-ala) durante la fase de crecimiento lag (DOsgs= 0,075). Los tratamientos con porcentajes por
encima de las barras tienen diferencia significativa contra el tratamiento de control (To). Las letras
diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey p <0,05. Las barras negras

representan la concentracion de AIA libre (ug.ml?) en los sobrenadantes.

En referencia al catabolismo, el tratamiento con adicion exdgena de AIA, luego de 6 h de
incubacion degrad6 cerca de un 50% del contenido de AlA presente en el medio; mientras que a las
24 h desde la exposicion quedaron vestigios de la hormona y luego de 48 h hubo una completa
desaparicion. En estos tratamientos, ademas, hay una hidro6lisis lenta y variable. El tratamiento de
AlA-ala es el que degrada a mayor velocidad, comparados con los otros tres tratamientos, y se pudo
cuantificar AIA libre luego de 24 horas de incubacion. Este comportamiento es acorde al

experimento de hidrdlisis de E109.

111.3.4.2 Fase Exponencial temprana de crecimiento de E109
A continuacion, en la Tabla 13 se resumen los valores obtenidos para en ensayo de catabolismo e
hidrolisis de auxinas en fase exponencial temprana de un cultivo de E109, momento en el que las

células se encuentran en plena division celular y con una progresion exponencial.
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Tabla 13. Produccién de biomasa (DOsgs), viabilidad (ufc.mlt) y el tiempo de generacién en
funcidn de la biomasa (DOsgs) de E109 en medios de EMA o EMA modificado mediante la adicién
de AIA o conjugados AlA-amida (AlA-phe, AlA-leu y AlA-ala) durante la fase exponencial

temprana. Las distintas letras representan diferencias significativas por la prueba de Tukey p <0,05.

Cultivo de E109 Medio EMA EMA con AIA EMA con AlA-phe  EMA con AlA-leu EMA con AlA-ala

56 164140030 1.784%0.011b 1.764+0.014° 1.795+0.023P 1.786+0.037°
595
@ +8.71% +7.49 % +9.38 % +8.83%
ufc.ml? 9.98x108 1.05 x10° 1.07 x10° 1.10 x10° 1.06 x10°
; 28.74 28.63 28.09 28.73
Tmmpo_cje 30.42
generacion -1.68h -1.79h -2.33h -1,69 h

Como se observa en la Tabla 13, la produccion de biomasa y el recuento de células, aumentaron en
los cuatro tratamientos con adicién de auxinas comparados con el control. Esto es ldgico,
suponiendo que las células estdn comenzando a dividirse y a duplicar su nimero en esta fase de la
curva de crecimiento. El tiempo de generacién, en los cuatro tratamientos se vio disminuido entre 1-
2 horas por la adicién de AIA o AlA-amidas y esto hace suponer que el agregado de exdgeno de
cualquiera de estos componentes disminuye el tiempo de generacion por lo que acelera la velocidad
de crecimiento, aunque de manera complementaria, no se vio afectada la produccién de biomasa ni

el recuento de bacterias.
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Fase Exponencial temprana de E109
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Figura 37. Concentracion de auxinas (ug.mlt) en sobrenadantes de E109 obtenidos en el medio
EMA modificado mediante la adicion de 0.1 mM AIA o conjugados AlA-amida (AlA-phe, AlA-leu
y AlA-ala) durante la fase exponencial temprana (DOsgs= 0.475). Los tratamientos con porcentajes
por encima de las barras tienen diferencia significativa contra el tratamiento de control (To). Las
letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey p <0,05. Las barras

negras representan la concentracion de AlA libre (ug.ml™) en los sobrenadantes.

Como se observa en la Figura 37, durante la fase exponencial temprana de crecimiento, la bacteria
degrada el 86% del AlA a las 6 h desde la induccién y a las 24 h ya no hay rastros del compuesto en
el medio de cultivo. Para los tratamientos con adicion de AlA-phe y AlA-leu, ocurri6 un fenémeno
similar, donde a las 6 h desde la induccion se hidroliz6 solo una fraccion de los conjugados
pudiéndose cuantificar (barras negras) concentraciones similares de AlA libre, pero que luego de 24
h fue hidrolizado completamente. Al mismo tiempo, la cantidad de conjugados disminuyé
significativamente entre un 40 y un 70 % y a las 48 h solo quedaban restos de tales compuestos. El
tratamiento con AlA-ala, se diferencié de los demés tratamientos ya que a las 48 horas no de
detecto ni AIA ni conjugados, con un comportamiento similar al AlA libre. Con estos resultados,
podemos decir que en estas condiciones experimentales, la bacteria es capaz de hidrolizar los
conjugados de AlA-amidas y catabolizar el AlA libre a menor velocidad, comparados con el ensayo

de hidrdlisis previo.
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111.3.4.3 Fase Exponencial de crecimiento de E109
En la fase exponencial propiamente dicha, el tiempo de duplicacion es mayor ya que ocurre la
sintesis ADN y ARN para proteinas y enzimas. A continuacion, en la Tabla 14 se resumen los

resultados de hidrdlisis y catabolismo.

Tabla 14. Produccién de biomasa (DOsgs), viabilidad (ufc.mlt) y el tiempo de generacién en
funcidn de la biomasa (DOsgs) de E109 en medios de EMA o EMA modificado mediante la adicién
de AIA o conjugados AlA-amida (AlA-phe, AlA-leu y AlA-ala) durante la fase exponencial. Las

distintas letras representan diferencias significativas por la prueba de Tukey p <0,05.

Cultivo de E109 Medio EMA EMA con AIA  EMA con AlA-phe  EMA con AlA-leu  EMA con AlA-ala

2.071+0.047° 2.094+0.047° 2.096+0.023b 2.081:+0.044P
DOsos 1.981+0.0282
+4.49 +5.70 +5.80 +5.04
ufc.ml? 4.91x10° 5.03 x10° 5.11 x10° 5.14 x10° 5.07 x10°
Tiempo de 551 55.39 53.62 52.62 54.92
generacion ' -2.82h -4.59 h -5.59 h -3.29h

Como se observa en la Tabla 14, cuando adicionamos AlA y AlA-amidas el comportamiento de la
bacteria fue similar para los cuatro tratamientos en los que aumentd la biomasa y el recuento de
microorganismo; mientras que el tiempo de generacion disminuy6 entre 3 y 5 horas con respecto al

tiempo control sin induccion.
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Fase Exponencial de E109
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Figura 38. Concentracién de auxinas (ug.mlt) en sobrenadantes de E109 obtenidos en el medio
EMA modificado mediante la adicion de 0.1 mM AIA o conjugados AlA-amida (AlA-phe, AlA-leu
y AlA-ala) durante la fase exponencial (DOsgs=1.025). Los tratamientos con porcentajes por encima
de las barras tienen diferencia significativa contra el tratamiento de control (To). Las letras
diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey p <0,05. Las barras negras
representan la concentracion de AIA (ug.ml?) en los sobrenadantes.

Como se observa en la Figura 38, la bacteria degrada el AlA luego de 6 h desde la induccién en
plena fase exponencial. En cuanto a AlA-phe y AlA-leu, la bacteria es capaz de hidrolizarlos por
completo luego de 48 h de post-induccién, mientras que a medida se hidroliza el conjugado se va
catabolizando el AlA por lo que no se detecta en ninglin momento a lo largo de la curva. En el caso
del AlA-ala se hidroliza en su totalidad a las 24 h y no se detecta AIA libre. Asi, en fase
exponencial podemos decir que la bacteria es capaz de hidrolizar los conjugados de AlA-amidas y

catabolizar el AlA libre a mayor velocidad que en fases mas tempranas del cultivo.

111.3.4.4 Fase Estacionaria de crecimiento de E109

Un cultivo no se puede prolongar de manera indefinida, los nutrientes comienzan a agotarse o se
acumulan desechos toxicos que hacen que cese el crecimiento exponencial de la bacteria y asi, un
cultivo llega a la fase estacionaria. A continuacion, en la Tabla 15, se presentan los resultados del

ensayo.
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Tabla 15. Produccién de biomasa (DOsgs), viabilidad (ufc.mlt) y el tiempo de generacién en
funcidn de la biomasa (DOsgs) de E109 en medios de EMA o EMA modificado mediante la adicién
de AIA o conjugados AlA-amida (AlA-phe, AlA-leu y AlA-ala) durante la fase estacionaria de
crecimiento. Las distintas letras representan diferencias significativas por la prueba de Tukey p

<0,05.

Cultivo de E109 Medio EMA EMA con AIA  EMA con AlA-phe EMA con AlA-leu  EMA con AlA-ala

DOsos 2.084+0.0312 2.078+0.0362 2.074+0.0542 2.081+0.0182 2.093+0.0472
ufc.ml? 5.21 x10° 5.18 x10° 5.21 x10° 5.19 x10° 5.20 x10°
; 64.11 64.03 63.21 62.99
Tlempo_Qe 63.23
generacion +0.88 h +0.80 h -0.02 -0.24

En la fase estacionaria, E109 no muestra diferencia significativas sobre la produccién de biomasa y
el nimero de viables (ufc.ml?) por la adicion de AIA o AlA-amidas. El tiempo de generacion
disminuy6 pero de manera no significativa por la adicion de AlA-leu y AlA-ala e incrementé de la
misma manera por adicién de AIA y AlA-phe. Como comportamiento generalizado, los cultivos de

E109 modificados por la adicidn de estos componentes no presentaron modificaciones significativas

de los pardmetros evaluados.

Fase Estacionaria de E109
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Figura 39. Concentracion de auxinas (ug.mlt) en sobrenadantes de E109 obtenidos en el medio
EMA modificado mediante la adicion de 0.1 mM AIA o conjugados AlA-amida (AlA-phe, AlA-leu
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y AlA-ala) durante la fase estacionaria (DOsgs=1.728). Los tratamientos con porcentajes por encima
de las barras tienen diferencia significativa contra el tratamiento de control (To). Las letras
diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey p <0,05. Las barras negras
representan la concentracion de AIA libre (ug.ml?) en sobrenadantes.

Asi, como lo muestra la Figura 39, durante la fase estacionaria de crecimiento el Gnico compuesto
que se hidroliz6 y cataboliz6 por completo fue el AIA, después de 48 horas de incubacion. En el
caso de los tratamientos con adicion exdgena de AlA-amidas, los mismos mostraron una hidrélisis
lenta de tales compuestos, ya que al tiempo final del experimento todavia se identificaron
conjugados de AIA en concentraciones mayores a las encontradas en las otras fases del crecimiento;
sin embargo, el catabolismo de AIA derivado de la hidrolisis siempre se mantuvo activo
degradando todo el AIA libre ya que no fue posible identificar a esta molécula en ninguno de los

tratamientos evaluados.

111.3.5 Catabolismo de AIA por B. japonicum E109

111.3.5.1 Catabolismo de AIA y otras auxinas sintéticas y naturales por B. japonicum E109
Los experimentos presentados anteriormente nos daban idea de que la cepa E109 es capaz de
catabolizar AIA en pocas horas luego de la induccion. En este ensayo evaluamos el comportamiento

de la bacteria en el caso de la adicion de diferentes tipos de auxinas, tanto naturales como sintéticas.

Tabla 16. Produccion de biomasa (DOsgs), nimero de células (ufc.ml?) y producciéon de EPS
(ug.mlt) de E109 en los medios de EMA o EMA modificado por adicién de auxinas exdégenas
(AIA, IBA y ANA) durante la fase exponencial de crecimiento (DOses aprox.0, 6). Las letras

diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey p <0,05.

E109 Medio EMA Medio EMA con AIA Medio EMA con IBA Medio EMA con ANA

24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
DOsoes 1.44+0.012 1.85+0.006° 1.51+0.01° 1.98+0.02¢ 1.42+0.01*2 1.84+0.02° 1.44+0.012 1.84+0.03¢
ufe.ml!  5.21x108 1.23x10° 5.78x108 1.45x10° 5.39x108 1.61x10°  5.09x108 1.54x10°

EPS.

ufc.mlt 2.38+0.13%  4.17+0.39°  6.54+0.24° 10.43+0.619 2.47 £0.16* 5.02+0.95 2.71+0.54% 4.81 +0.42°

*Se utilizé el mismo tratamiento de medio EMA como control de los experimentos de catabolismo,

hidrdlisis y conjugacion.

En relacion a los parametros evaluados para el catabolismo de auxinas naturales y sintéticas por B.

japonicum E109, podemos deducir que la produccién de biomasa fue significativamente mayor en
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el tratamiento con la adicién de la auxina natural (AlA) a las 24 y 48 h desde la induccién; mientras
que para los tratamientos con IBA y ANA no hubo diferencias significativas respecto al control sin
inducir. Para el caso de nimero de viables (ufc.ml?) los tres tratamientos tuvieron recuentos
similares respecto del control a las 24 h, mientras que a las 48 h se determind un incremento el caso
de los recuentos con adicion de auxinas. El contenido de EPS, fue duplicado por la adicion de AIA
a las 24 y 48 h, respecto al control o a los tratamientos con adicion de IBA o ANA que no se
diferenciaron entre si. Estos resultados indicarian que la adicion de AIA a cultivos puros de E109,
incrementa la produccion de biomasa y contenido de EPS; mientras que por la adicion de las
auxinas sintéticas IBA y ANA los cultivos con esta cepa tienen con comportamiento similar al

control.
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Figura 40. Concentracion de auxinas en sobrenadantes de B. japonicum E109 en medio EMA
modificados por la adicién de auxinas exdgenas (AIA, IBA o ANA) en fase de crecimiento
exponencial (DOsgs=0,613). Los tratamientos con porcentajes por encima de las barras tienen
diferencia significativa contra el tratamiento de control (To). Las letras diferentes representan

diferencias significativas por la prueba de Tukey p <0,05.

En cuanto al contenido de auxinas, la Figura 40 muestra que para el caso de la adicién exdgena de
AlA, luego de 24 h de incubacion la bacteria degrada por completo el compuesto, mientras que para
el tratamiento con adicion de IBA, al mismo momento, todavia identificamos una pequefia cantidad

del regulador en el medio de cultivo. Finalmente, la bacteria tarda méas para degradar ANA ya que a
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las 48 h solo se ha degrada el 84.5% del compuesto. En resumen, podemos decir que B. japonicum
E109 puede degradar con una mayor velocidad la auxina natural AIA en comparacion con las
auxinas sintéticas IBA o ANA. Por otro lado, la adicion de AIA al medio de cultivo aumenta la

produccion de biomasa, y EPS por parte de la bacteria.

111.3.5.2 Catabolismo de AlA por B. japonicum E109
En experimentos anteriores no pudimos observar la sintesis de AlA, y dado los reportes de que
algunas cepas de B. japonicum son capaces de catabolizar AIA (Jensen et al., 1995), se procedi6 a

verificar si tal proceso ocurria en E109 con el agregado exogeno de AlA.

Catabolismo de AlA-Tratamiento AIA

80
Bl EMA con AIA
[ EI109 con AIA
60- a a
— a a a
E b b
2 40 b
<
<
204 b
ﬂ b
O_ T T T T II_|
Q % ™ © >

Tiempo (h)

Figura 41. Concentracion de AIA (ug.ml?) en cultivos de B. japonicum E109 modificados por la
adicion exdégena de AIA (ug.ml?), en funcién del tiempo (h). Las barras representan el promedio y

laT el SD (n=3). Las letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey

p <0,05.

En la Figura 41 observamos que en el cultivo de B. japonicum E109 con la adicion exdgena de
AlA, hay una disminucién de la concentracion de la hormona en funcion del tiempo (h). A las 6 h
luego de la adicién se puede observar una disminucién de un 50% aproximadamente de la
concentracion y luego de las 24 h no se detecta el compuesto en el medio de cultivo. Este fenémeno
observado supone que el mecanismo catabdlico es pre-existente a la adicion de la hormona, y esto

deja especular acerca de una nueva funcion para la hormona. También se puede observar que el
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medio se mantiene constante a lo largo del experimento, demostrando asi que no hay interferencia
del medio EMA utilizado (Vincent, 1970).

Ademas evaluamos un tratamiento control, con el cultivo de E109 y el medio EMA, més la adicion
de agua destilada estéril para corroborar si habia o no sintesis de AIA. No detectamos la sintesis de
la hormona en el medio de cultivo mediada por la rizobacteria, manteniendo nulos los niveles de
este compuesto en funcion del tiempo.

Ademas de E109, evaluamos la capacidad de catabolizar AIA en la cepa B. elkanii SEMIA 5019 ya
que esta bacteria tiene la capacidad de sintetizar AlA.

Catabolismo de AlA-Tratamiento AIA
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Figura 42. Concentracion de AIA (ug.ml?) en cultivos de B. elkanii SEMIA 5019 modificados por
la adicion exdgena de AIA (ug.ml?), en funcién del tiempo (h). Las barras representan el promedio
y la T el SD (n=3). Las letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de

Tukey p <0,05.

Los resultados obtenidos muestran que la cepa SEMIA 5019 no es capaz de degradar el AIA
manteniendo constantes los niveles de concentracion de AIA (ug.ml?) a lo largo del experimento.

Al igual que con B. japonicum E109 no hay interferencia del medio EMA utilizado.

111.3.5.3 Catabolismo de AlA en sobrenadantes de B. japonicum E109
En el experimento anterior pudimos observar que E109 tiene la capacidad de catabolizar AlA, y
como la desaparicion de la hormona ocurrié en un tiempo considerablemente rapido podemos

suponer que el mecanismo catabolico es pre-existente a la adicion de la hormona en el medio de
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cultivo y de caracter enzimatico. Con esta idea de trabajo evaluamos el catabolismo de AlA con el

sobrenadante del cultivo de E109.

Catabolismo de AlA-Sobrenadante de E109
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Figura 43. Concentracion de AIA (ug.ml?) en sobrenadantes de B. japonicum E109 y
sobrenadantes desnaturalizados por calor, modificados por la adicién de AIA (ug.ml?), en funcién
del tiempo (h). Las barras representan el promedio y la T el SD (n=3). Las letras diferentes

representan diferencias significativas por la prueba de Tukey p <0,05.

En esta figura podemos observar la concentracion de AIA en el tratamiento del sobrenadante de
E109 degrada la totalidad de la fitohormona a las 4 horas post-induccion. En el tratamiento
sobrenadante desnaturalizado por la accién del calor, se puede observar que la concentracion de
AlA es la misma respecto de la concentracion inicial a lo largo del tiempo. Esto estaria sugiriendo
gue bajo la accion de las altas temperaturas, los compuestos producidos y liberados en el medio de
cultivo por B. japonicum E109 son desnaturalizados y no podrian catabolizar AIA. No se muestra la
figura del tratamiento control, ya que la concentracion de AIA fue cercana a cero, para ambos
tratamientos. Como dijimos anteriormente, estos resultados hacen suponer que el mecanismo

catabolico es pre-existente a la adicion de la hormona y reviste carcter enzimatico.

111.3.5.4 Cinética de degradacion de AlA en B. japonicum E109

111.3.5.4.1 Doble induccion con AlA y saturacion

La degradacion de AIA por E109 esta directamente relacionada a la cantidad de hormona en el
medio, es decir, que a medida que aumenta la concentracion de AIA disminuye la velocidad de

degradacion de la hormona y se genera una saturacion de la actividad catabdlica. En este
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experimento llevamos a cabo una segunda induccidn, para observar si las enzimas liberadas al

medio son capaces de seguir degradando AIA ante una nueva induccion.

Catabolismo de AIA-Primera Induccion

I EMAcon AIA
3 Cultivo de E109 con AIA
_ 60 ab @ ab a [ Cultivo de E109 con H,0
F':—E C ] c b E=3 Sobrenadante de E109 con AlIA
g’ 40 @ Sobrenadante desnaturalizado de E109 con AIA
< 3 Cultivo 5019 con AIA
< 20- [ Cultivo de 5019 con H,0O
d | d d d d
o |_| - |_| sl i

Tiempo (h)

Figura 44. Concentracion de AIA (ug.ml?) en cultivos y sobrenadantes de B. japonicum E109 y
cultivos de B. elkanii SEMIA 5019, modificados por la adicién exdgena de 40 ug.ml™ de AIA. Las
barras representan el promedio y su SD (n=3). Letras diferentes representan diferencias

significativas mediante el test de Tukey con un p <0,05. SD significa que no se identificd AlA.

En la Figura 44 podemos observar que tanto el cultivo como el sobrenadante de E109 se
comportaron acorde a los resultados observados previamente, dado que degradaron
aproximadamente el 90% del AIA exdgeno luego de 10 horas de induccién. El sobrenadante
desnaturalizado mantuvo constante el contenido de la fitohormona, mostrando una vez méas que con
calor se inactiva el agente responsable de la degradacion de AIA, probablemente de origen
enzimatico. En cuanto al cultivo y sobrenadante de la cepa 5019, en los mismos se mantuvieron
constantes los valores de la hormona luego de 10 horas desde la adicion de la hormona. A posteriori
de esta primera induccién se procedié a obtener los sobrenadantes de los tratamientos que eran
cultivos y a realizar una segunda induccidon la misma concentracion de AIA en todos los

tratamientos mencionados. Los resultados se resumen en la Figura 45.
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Catabolismo de AlA-Segunda Induccién
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Figura 45. Concentracion de AIA (ug.ml?) en sobrenadantes de B. japonicum E109 y B. elkanii
5019, modificados por la adicion exdgena de 40 ug.ml™ de AIA. Las barras representan el promedio
y su SD (n=3). Letras diferentes representan diferencias significativas mediante el test de Tukey con

un p<0,05. SD significa que no se identifico AlA.

En la Figura 45 se puede observar que en una segunda induccién con AlA, los tratamientos de
sobrenadantes que provenian de cultivos no fueron capaces de degradar el AIA ex6geno. Para el
caso de los deméds tratamientos, se mantuvieron constantes a lo largo del tiempo. Una de las
posibles explicacion a este fenémeno, seria que durante la primera induccién con AlA la o las
molécula/s responsables de la degradacion de la hormona degradan la hormona en una relacion
equivalente (1:1) y ya no estarian disponibles para degradar mayores concentraciones del
metabolito durante una segunda induccién, como consecuencia de un posible fenémeno de
saturacion. Esto despertd nuestro interés en seguir investigando el comportamiento del catabolismo
de AIA en diferentes fases del crecimiento de E109 y su relacién con una posible cinética de

saturacion.

111.3.5.4.2 Catabolismo de AlA en diferentes fases de crecimiento

Nuestros resultados indican que las moléculas responsables de la degradacion del AlA en cultivos
de B. japonicum E109 se secretan al medio de cultivo de manera constitutiva por lo que sufririan un
proceso de acumulacion, razon por la cual nos interesé evaluar la degradacion de AIA en dos fases
diferentes de la curva de crecimiento bacteriano, con el fin de determinar si la concentracion de

tales moléculas en el medio de cultivo aumenta de manera relativa al crecimiento de la bacteria.
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Catabolismo de AIA-15 pg.mit AIA
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Figura 46. Concentracion de AIA (ug.ml™) en sobrenadantes en fase exponencial y estacionaria de
B. japonicum E109 con la adicion exdgena de 15 pg.ml? de AIA. Las barras representan el
promedio y su SD (n=3) y sd (sin datos). Letras diferentes representan diferencias significativas por

test de Tukey con un p<0,05.

Catabolismo de AIA-30 ug.mit AIA
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Figura 47. Concentracion de AIA (ug.ml™) en sobrenadantes en fase exponencial y estacionaria de
B. japonicum E109 con la adicién exdgena de 30 pg.ml? de AIA. Las barras representan el

promedio y su SD (n=3) y sd (sin datos). Letras diferentes representan diferencias significativas por

test de Tukey con un p<0,05.
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En la Figura 46 se puede observar que la degradacion de AIA hasta la 6 h después de la induccién
no mostré diferencias significativas entre ambos tratamientos. Luego de las 8 h desde la induccion,
el sobrenadante obtenido de fase estacionaria degrad6 el 100% de la hormona, mientras que el
sobrenadante de fase exponencial degradd solo el 50% del AIA luego de 10 horas de induccion. En
la Figura 47 se puede observar que en el sobrenadante de E109 obtenido de fase exponencial, la
degradacion de la hormona fue més lenta, ya que luego de las 10 horas desde la induccion solo se
degradd el 20% de la hormona; mientras que en el caso del sobrenadante obtenido de fase
estacionaria se degrado la totalidad de AlIA adicionado luego de 8 horas desde la induccion. Segun
los datos expresados para este ensayo, podemos observar que el o los componentes responsables de
la degradacion de AIA acompafian el crecimiento de E109, se acumulan en el sistema de cultivo
(aumentan de concentracién) y pueden degradar mayor cantidad de AIA exdgeno por unidad de

tiempo, cuando el cultivo se encuentra en fase estacionaria.

111.3.5.4.3 Catabolismo de AIA en concentraciones crecientes de la AIA
En el experimento anterior establecimos que E109 degrada el AIA a una mayor velocidad en la fase
estacionaria, con respecto a la fase exponencial por lo que en el siguiente ensayo evaluamos el

modelo propuesto con la adicién de diferentes concentraciones de la hormona.

Catabolismo de AIA por E109

100 0mM
0.25 mM

804 0.5 mM
a0 1 mM
g 607 2 mM
(@]
2 5mM
< 404
<

20+

© N xR AV
Tiempo (h)

Figura 48. Concentraciéon de AIA (ug.ml?) en cultivos de B. japonicum E109 con la adicion

exogena 0-5 mM de AIA. Las barras representan el promedio y su SD (n=3).
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Como podemos observar en la Figura 48, un cultivo de E109 es capaz de degradar totalmente AIA
hasta una concentracion final de 0.5 mM (aproximadamente 100 pg.ml* de la hormona) en 12 horas
posteriores a la induccion. A concentraciones mayores de la hormona, hay una degradacion parcial

y se observa una clara cinética de saturacion.

111.3.5.5 Efecto de AIA exdgeno sobre la fisiologia de B. japonicum E109 y su efecto sobre su
capacidad de establecer simbiosis con soja

111.3.5.5.1 Efecto del AlA exdgeno sobre la fisiologia de B. japonicum E109

B. japonicum E109 fue capaz de degradar el AlA a pocas horas de ser adicionado en el medio de
cultivo. Evaluamos el comportamiento de la bacteria en medio de cultivo y luego de ser inoculado
sobre semillas de soja para determinar si el fendmeno de catabolismo representa un posible
componente de mejora para la préctica de inoculacién de semillas de soja con productos formulados
con B. japonicum E109. Para ello, evaluamos como principales pardmetros de interés: (1)
crecimiento bacteriano (ufc.ml?); (2) produccion de biomasa (DOsgs); (3) produccion de EPS.

La Tabla 17 resumen la respuesta fisiologica de B. japonicum E109 debida a la adicién de AIA
exogeno sobre el crecimiento bacteriano, asi como la produccion de biomasa y EPS en medio de

cultivo.

Tabla 17. Produccién de biomasa (DOsgs), nimero de células (ufc.ml?) y produccion de EPS
(ng.ml?) de B. japonicum E109 crecieron en medios EMA y EMA modificados mediante la adicion
de AIA (0.1 mM) y se incubaron durante 48 horas en condiciones similares. Letras diferentes

representan diferencias significativas por la prueba de Tukey p <0,05. (N = 3).

EMA EMA con AIA
Produccion de biomasa (DOsgs) 2.32+0.048  2.61+0.09°
NUmero de células (ufc.ml?) 5.18 E+09 5.07 E+09
Produccion de EPS (pg.ml?) 4.17+0.39° 10.43+0.61¢

Como se observa en la Tabla 17, cuando se indujo el cultivo de E109 con AlA en fase exponencial,
se produjo un aumento significativo en la produccion de biomasa y la produccion de EPS con
respecto al control. En cuanto al recuento de viables por unidad de volumen, no hubo diferencias

significativas entre ambos tratamientos.
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Figura 49. Concentracién de AIA (ug.ml™?) en cultivos de B. japonicum E109, modificados por la
adicion exdgena de 0.1 mM de AIA. Las barras representan el promedio y su SD (n=3). Letras

diferentes representan diferencias significativas mediante el test de Tukey con un p <0,05.

En la Figura 49 podemos observar que la concentracion de AlA disminuy6 de manera significativa

luego de 24 horas desde su adicion exdgena.

111.3.5.5.2 Recuperacién de B. japonicum E109 en semillas de soja

La supervivencia de B. japonicum E109 sobre semillas de soja, luego de la inoculacién

(recuperacion de viables por semilla), tanto para el tratamiento de control como para el tratamiento

inducido por la adicién exdgena de AIA se resume en la Figura 50.
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Figura 50. Recuperacion de células viables de B. japonicum E109 (ufc.semillas?) a partir de
semillas de soja a diferentes intervalos de tiempo después de la inoculacion. La gréfica representa
las tipicas curvas bifasicas de muerte para dos cultivos de B. japonicum E109 en medio EMA con y

sin la induccién con 0.1 mM de AlA. Los valores mostrados representan la media = SD.

En la Figura 50 podemos observar que la recuperacion de microorganismos viables fue mayor en el
tratamiento con la adicién de AIA exdgeno, respecto a su control, a lo largo de la tipica curva de
muerte. Podemos decir que la cantidad de bradyrhizobios que sobrevivieron a la inoculacion, fue
mayor cuando el cultivo tenia un pre-tratamiento con AIA exdgeno y esto se vio reflejado en el

tiempo de sobrevida de la bacteria sobre la semilla.
111.3.5.5.3 Evaluacion del establecimiento de la simbiosis B. japonicum E109-soja

La Tabla 18 resume los resultados del efecto de la adicion de AIA exdgeno a cultivos puros de B.

japonicum E109 a nivel del comportamiento simbi6tico con plantulas de soja.
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Tabla 18. Efectos sobre el crecimiento y nodulacion de plantulas de soja después de 4 horas y 6
dias de la inoculacién con B. japonicum E109 en medios EMA y EMA con la adicion de AIA
durante la fase de crecimiento exponencial. Letras diferentes representan diferencias significativas
por la prueba de Tukey p <0,05. (+) Representan el porcentaje de diferencias positivas contra el
tratamiento EMA.

EMA EMA + AIA
4h 6 dias 4h 6 dias
NRP 11.88+0.31° 4.47+0.45% 13.58+0.46%+14,3 5.94+0.26" +32,8
NRS 9.70+0.49* 11.1740.33*  10.55+0.59* +8,76 13.29+0.51¢ +18,97
NP 21,58+0.8° 15,64+0.78%  24,43+1.059 +13,2 19,23+0.87° + 22,95
PSA 0.232+0.008% 0.232+0.008% 0.253+0.005" +9,05  0.311+0.005° + 7,61

PSR 0.084+0.001% 0.109+0.003" 0.107+0.010°+27,3  0.123+0.003° + 12,84

PPN 94.0 % 56.0 % 100.0 % + 6,0 70% + 14,0
NRP: Nédulos en la raiz principal nodules.planta?®; NRS: Nédulos en la raiz secundaria.planta™;

NP: Nddulos en la raiz por planta; PSA: Peso seco parte aérea por planta; PSR: Peso seco de la
raiz.planta™ PPN: Porcentaje de plantas noduladas (Burton, 1976).

En la Tabla 18 podemos observar los parametros que fueron medidos en las plantulas de soja
cuando se inoculd con E109 (control) y E109 con AIA. De manera generalizada podemos
mencionar que todos los parametros aumentaron en el tratamiento de E109 con AIA. Los nodulos
en la raiz principal aumentaron en 14% a las 4 h mientras que a los 6 dias, 32%. Por otro lado, los
noédulos en raiz secundaria incrementaron 8% y 19%, a las 4 h y 6 dias respectivamente. Estos datos
indican que el nimero de nddulos por planta fue mayor para el caso de E109 con AlA,
representando 13% a las 4 h y 22% a los 6 dias. Estos datos van acompafiado del porcentaje total de
plantas noduladas, porque en el tratamiento E109 con AIA hubo una nodulacién del 100% a las 4 h
y 70% a los 6 dias, siendo inferior el porcentaje en el tratamiento control. En cuanto al peso seco de
la parte aérea y radical, ambos aumentaron con el agregado de AIA. El peso seco aéreo se
incrementd 9% y 34% en los tiempos evaluados, respectivamente. EI peso seco radical incrementd
en ambos tiempo evaluados, pero fue mayor a las 4 h con un porcentaje de 27% mientras que a los 6
dias fue de 13%.
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111.3.5.6 Perfil de metabolitos y catabolitos en B. japonicum E109

111.3.5.6.1 Perfil de metabolitos de AlA en cultivos de B. japonicum E109

Realizamos el analisis de metabolitos de auxinas por LC-MRM-MS de acuerdo a Novék et al.
(2012). Este analisis permite la deteccion de metabolitos de auxinas en el orden de pico moles. A
pesar de que la bacteria posee la informacidn genética para producir AlA, B. japonicum E109 no es
capaz de producir o acumular la fitohormona en el medio de cultivo en las condiciones evaluadas.
Llevamos a cabo un andlisis metabolico en cultivos puros de E109 para evaluar si los intermediarios
o catabolitos de las rutas biosintéticas de AIA estaban presentes. Con este andlisis pudimos
construir un perfil de los metabolitos identificados en el medio de cultivo cuando la bacteria se
encuentra en fase estacionaria y sobre ello estimar una posible ruta biosintética de la hormona en
ausencia de la capacidad catabolica. También se hizo un perfil similar para la cepa 5019, que como
hemos indicado, sintetiza AIA en el medio de cultivo y no lo degrada. A continuacion, en la Figura
51 y 52, se observan, los metabolitos identificados en el sobrenadante de E109 y 5019 en medio

EMA con y sin la adicion de L-Trp como precursor.

E109
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Figura 51. Concentracion de metabolitos (pmol.ml?) en sobrenadantes de B. japonicum E109
obtenidos en medio de cultivo EMA o EMA modificado por la adicion de L-Trp. Referencias:
(ANT) acido antranilico, (IPyA) acido indol-3-pirtvico, (IAM) é&cido indol-3-acetamida, (IAN)
acido indol-3-acetonitrilo, (IAA) é&cido indol-3-acético, (oxIAA) 2-oxoindol-3-acido acético,
(IAAsp) acido indol-3-acético aspartato, (IAGIu) acido indol-3-acético glutamato, (IAA-glc) acido
indol-3-acético glucosa. Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de

Tukey p <0,05. Los valores mostrados son la media + SD. Sd significa sin datos.

Daniela S. Torres 159



Analisis genomico y funcional de los mecanismos de promocion del crecimiento en B. japonicum E109, la cepa mas

utilizada para la formulacion de inoculantes para soja en la Republica Argentina

5019

20000
15000+
10000+

5000+

=3 Con Trp
E= Sin Trp

50—
40
30

b

20
10—H
b c bc bc

c
0 T T T T Sfj |C Ea

& o o L & o
@ \Qﬁ \?“ \V’ \VY 0_\3 \?Y‘ g Q) R VYQ

pmol.ml?

Figura 52. Concentracion de metabolitos (pmol.ml2) en sobrenadantes de B. elkanii 5019 obtenidos
en medio de cultivo EMA o EMA modificado por la adicion de L-Trp. Referencias: (ANT) &cido
antranilico, (IPyA) &cido indol-3-piravico, (IAM) éacido indol-3-acetamida, (IAN) é&cido indol-3-
acetonitrilo, (IAA) acido indol-3-acético, (0xIAA) 2-oxoindol-3-acido acético, (IAAsp) acido indol-
3-acético aspartato, (IAGlu) &cido indol-3-acético glutamato, (IAA-glc) acido indol-3-acético
glucosa. Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey p <0,05. Los

valores mostrados son la media + SD. Sd significa sin datos

A partir del analisis de los metabolitos en sobrenadantes de cultivos de E109, se observa (aunque en
concentraciones muy bajas) los compuestos intermediaros de las vias de sintesis de AlA, del IPyA 'y
de IAM confirmando que E109 posee los intermediarios de estas vias de sintesis, como se habia
mencionado previamente. También se detect6 AIA en presencia y ausencia de L-Trp y no se
observaron conjugados con glucosa o aminoacidos de la hormona. El compuesto detectado en
mayor cantidad en el cultivo de E109 fue el &cido antranilico, el cual es un compuesto intermediario
de muchas vias de sintesis, incluso del catabolismo de AIA, como se propuso para el caso de B.
diazoefficiens USDA110.

En el perfil metabdlico de la cepa 5019, se detectaron compuestos intermediarios relacionados con
las tres vias de sintesis de AlA, a saber IPyA, IAM e IAN y también se encontraron conjugados de
la hormona. AIA fue el compuesto mas detectado. Aunque son especies diferentes, los compuestos
se detectaron en concentraciones mas altas que en E109 mostrando diferencias en los metabolitos

liberados en el sobrenadante de una cepa productora y no productores de AlA.
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111.3.5.6.2 Perfil metabdlico del catabolismo de AlA en B. japonicum E109

Obtuvimos un perfil de los metabolitos liberados al medio cuando se adiciona exdgenamente AlA al
medio de cultivo en un cultivo de E109.

Catabolismo de AlA por E109
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Figura 53. Concentracién de metabolitos (pmol.ml?) en cultivos de B. japonicum E109 obtenidos
luego de la adicion exdgena de AIA en el medio de cultivo. Referencias: (ANT) &cido antranilico,
(IPyA) é&cido indol-3-piravico, (IAM) éacido indol-3-acetamida, (IAN) &cido indol-3-acetonitrilo,
(IAA) éacido indol-3-acético, (0xIAA) 2-oxoindol-3-acido acético, (IAAsp) acido indol-3-acético
aspartato, (IAGIlu) acido indol-3-acético glutamato, (IAA-glc) acido indol-3-acético glucosa. Letras

diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey p <0,05. Los valores
mostrados son la media £ SD.
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Figura 54. Concentracion de metabolitos (pmol.ml2) en cultivos de B. elkanii 5019 obtenidos luego
de la adicion exdgena de AlA en el medio de cultivo. Referencias: (ANT) &cido antranilico, (IPyA)
acido indol-3-pirtvico, (IAM) é&cido indol-3-acetamida, (IAN) éacido indol-3-acetonitrilo, (IAA)
acido indol-3-acético, (0xIAA) 2-oxoindol-3-acido acético, (IAAsp) acido indol-3-acético aspartato,
(IAGlu) acido indol-3-acético glutamato, (IAA-glc) acido indol-3-acético glucosa. Letras diferentes
representan diferencias significativas por la prueba de Tukey p <0,05. Los valores mostrados son la

media + SD.

Cuando evaluamos los metabolitos producidos luego de la adicion exdgena de AlA en cultivos de
E109, encontramos una alta concentracion de acido antranilico (ANT). Este compuesto es un
intermediario y precursor quimico de varias reacciones de importancia en diferentes rutas
biosintéticas. El intermediario IPyA también se detect6 en concentraciones ligeramente mas altas en
cultivos de E109 no inducidas con la fitohormona. No se detectd IAM, compuesto que si se detect6
cuando no se realizé la induccién con la hormona. ElI AIA fue catabolizado a las 8 horas y se
observd solo una produccion basal de la hormona. Se observd la formacion de diferentes
conjugados, como AIA-Glu. EIl tratamiento control sin adicion exdgena de la hormona, mantuvo
valores constantes y sin diferencias significativas, durante todo el experimento.

Cuando evaluamos en catabolismo de AIA en 5019, vimos que los niveles de AIA permanecian sin
diferencias significativas en comparacion con el tratamiento control (sin agregado exdgeno). Los

metabolitos detectados para el experimento sin la induccion de AlA, se observaron sin cambios en
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la concentracion. Esto indica que la adicion de AIA al cultivo no indujo la sintesis de nuevos

metabolitos.
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111.4 DISCUSION

111.4.1 Biosintesis de AIA

Se ha reportado en la bibliografia la capacidad de Bradyrhizobium sp. para sintetizar acido indol-3-
acético. Minamisawa y Fukai (1991), demostraron que las cepas productoras de rhizobitoxina en B.
japonicum excretaban AIA, mientras que aquellas que no producian este compuesto no producian
AlA. Estos reportes sugieren que en B. japonicum, la biosintesis completa de AIA se limita
exclusivamente a las cepas que producen la rhizobitoxina, mientras que aquellas que no la producen
no tendrian las vias de sintesis necesarias para la produccién de AIA tal como ocurre en el caso de
B. diazoefficiens USDA110. Para la biosintesis de AIA se proponen seis rutas metabolicas,
utilizando como intermediario el aminoécido L-triptéfano, pero las predominantes en rizobacterias
serian la via de la indol-3-acetamida (IAM) vy la via del indol-3-piruvato (IPyA) (Lambrecht et al.,
2000). En E109, la via predominante seria IAM. E109 tendria capacidad de sintetizar AlA a través
de la via de sintesis mencionada, pero en las condiciones evaluadas en nuestros ensayos no se pudo
detectar el compuesto, aln con la adicién del precursor al medio de cultivo. Una hip6tesis sobre este
comportamiento seria que el compuesto se cataboliza rapidamente por accién de uno 0 mas
compuestos producidos por la bacteria durante su desarrollo, lo que implicaria que el
microorganismo produce AIA pero al mismo tiempo lo cataboliza, acorde a la hip6tesis de

Minamisawa y Fukai (1991).

111.4.2 Hidrdlisis de conjugados de AIA con aminoacidos

Como se conoce de la fisiologia vegetal, los conjugados de amidas son reservorios de moléculas de
AlA, jugando un papel clave de la homeostasis en las plantas superiores (Bandurski, 1980). No se
conoce cual es el rol de la produccion, acumulacién e hidrélisis de conjugados de auxinas en
microorganismos, pero esta capacidad, confirmada en otras bacterias, no deberia entenderse como
un fenémeno de un microorganismo aislado, sino de una bacteria asociada e integrada a un sistema
de mayor complejidad como lo es la fisiologia de la planta. En la naturaleza, no son muchos los
reportes que determinan la existencia de bacterias con la capacidad de hidrolizar conjugados de
AlA, y dentro de los reportados, podemos citar Enterobacter agglomerans con capacidad de
hidrolizar AIA-Asp y Arthrobacter ilicis con capacidad de hidrolizar AlA-ala (Chou et al., 1996;
Chou y Huang, 2005), ademas del reporte de Glass y Kosuge (1986) en el que se reporta por
primera vez la actividad de una AlA-lys de Pseudomonas savastanoi. En el caso particular de la
hidrolisis de conjugados (AlA-amidas) por B. japonicum E109, en este trabajo se confirmé que la
bacteria tiene capacidad metabdlica para hidrolizar AlA-leucina, AlA-fenilalanina o AlA-alanina

con la consecuente liberacion de la molécula de AIA y su posterior inmediato catabolismo. La
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adicion de ambas formas de auxinas (libre o conjugada) a cultivos puros de la bacteria indujo
similares cambios fisioldgicos a nivel de la produccion de biomasa y EPS, comparada con los
controles sin el agregado exdgeno. Asi, con los resultados de este trabajo podemos confirmar que
E109 ademas de hidrolizar AlA-amidas es capaz de catabolizar el AlA liberado de esa reaccion.

111.4.3 Conjugacion de AlA con aminoé&cidos

Los conjugados de auxinas desempefiarian un papel importante como formas de almacenamiento de
AlA en la planta, pero todavia se desconoce cual seria la funcion y rol ecoldgico en diferentes
especies de bacterias que tienen esta capacidad, como por ejemplo Pseudomonas syringae subsp.
savastanoi que transforma el AIA en su forma de amida conjugada, AlA-lisina (Hutzinger y
Kosuge, 1968). B. japonicum E109 no tiene capacidad de conjugar AIA con aminoacidos; sin
embargo en nuestros ensayos se pudo observar que la adicion de ambos compuestos de manera
simultanea produjo cambios significativos a nivel de la biomasa celular, el recuento de viables y la
produccién de EPS, similares a los obtenidos por la adicion de la hormona de manera individual o
como producto de la liberacién de la misma a partir de una forma conjugada. Debido a que la
actividad catabdlica de E109 es fuerte, el AIA adicionado de manera exdgena fue degradado
rapidamente (a las 24 h no hay vestigios del compuesto en el medio de cultivo) por lo que no seria

posible confirmar de manera inequivoca que esta capacidad no esta presente en el microorganismo.

111.4.4 Hidrdlisis AlA-amidas en diferentes fases de la curva de crecimiento bacteriana

Los ensayos de hidrdlisis realizados en este trabajo se llevaron a cabo mayoritariamente en la fase
exponencial temprana de la curva de crecimiento sigmoide (equivalente a una DOsgs aprox. de 0.6)
en la que los microorganismos se encuentran muy activos metabdlicamente. Ensayos de
catabolismo con otras cepas de Bradyrhizobium se realizaron en fases lag o exponencial temprana
de crecimiento (Donati et al., 2013; Egebo et al., 1991; Jensen et al., 1995), pero no existen reportes
del comportamiento de las cepas en las diferentes fases de la curva de crecimiento. En nuestros
experimentos la hidrélisis de AlA-amidas y el subsecuente catabolismo de AIA estuvieron
presentes en todas las fases de la curva de crecimiento; sin embargo la velocidad de degradacién no
fue la misma en todas ellas. En la fase lag, se observé el catabolismo completo del AIA luego de 48
h de incubacion y a las 24 h se detectd la presencia de AlA libre, producto de la hidrélisis de AIA-
amidas pero no se observa hidrélisis completa de las AlA-amidas. En fase exponencial temprana, la
degradacion de AIA ocurre de manera completa luego de 24 h desde la induccion; mientras que en
la fase exponencial ocurre luego de 6 h de induccién. En ambos casos no es posible detectar como

metabolito libre del producto de la hidrélisis de los conjugados con aminoécidos. Por Gltimo, en la
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fase estacionaria el AIA se degrada luego de 48 h pero se diferencia de la fase lag porque no se
detecta el AIA libre en el caso de los tratamientos con adicion de AlA-amidas al medio. Los
tratamientos de AlA-amidas, solo se degradan completamente en la fase exponencial y luego de 48
h desde la induccidn; mientras que en la fase exponencial temprana solo se hidroliza completamente
el AlA-ala.

111.4.5 Catabolismo de AIA

Minamisawa y Fukai, (1991) encontraron una posible explicacion a las observaciones de Nielsen et
al. (1988) sobre la ausencia del metabolito en cultivos de determinadas cepas de Bradyrhizobium sp.
Ellos propusieron y comprobaron la existencia de dos genotipos con comportamiento disimil a nivel
de la produccién de la hormona en B. japonicum, donde las cepas de Genotipo Il tendrian la
capacidad de acumular AIA en el medio de cultivo; mientras que en el caso de las del Genotipo | la
molécula no se detecta. Su hipdtesis sobre este fenémeno se basé en que las cepas del Genotipo | no
solo producen AIA, sino que también pueden catabolizarlo y es por ello no se acumula en el
sobrenadante, mientras que las cepas de Genotipo Il si bien producen la hormona no pueden
catabolizarla por lo que se acumula en el medio. En la actualidad, sabemos que las cepas
comprendidas en el Genotipo Il de Minamisawa y Fukai, (1991) corresponden a la especie B.
elkanii, mientras que las del Genotipo | pertenecen a las especies B. japonicum y B. diazoefficiens,
mas proximas entre si desde el punto de vista evolutivo, lo que propone una reconsideracion de esta
clasificacion y un analisis gendmico mas detallado de la capacidad de sintesis y catabolismo de AIA
por los miembros de cada grupo funcional. En los ensayos presentados, pudimos confirmar el
catabolismo de AIA en cultivos puros y sobrenadantes obtenidos de la cepa E109; sin embargo, en
es0s ensayos no se habia evaluado si el AIA era la Unica auxina que la bacteria era capaz de
catabolizar o el efecto que la presencia de AIA ocasionaba en el metabolismo y desarrollo de la
bacteria. Donati et al. (2013) evaluaron la capacidad catabdlica de AIA por B. diazoefficiens
USDAZ110 y vieron que a medida que aumentaba la concentracion (0.25 a 5 mM) de la hormona en
el medio de cultivo, la tasa de crecimiento se veia disminuida luego de las 48 horas de incubacion;
mientras que la produccién de EPS se vio incrementada. La produccién de EPS se ha demostrado
que aumenta como resultado de la exposicién de la bacteria a diversos tipos de estrés, tales como la
desecacion (Cytryn et al., 2007; Chang y Halverson, 2003), el estrés oxidativo-mediado por
superoxido (Donati et al., 2013) y el estrés por frio (Tamaru et al., 2005), entre otros.

Como observamos, en el cultivo de B. japonicum E109 con la adicion de AlA, hay una disminucion

de la concentracion de la hormona en funcién del tiempo (h). Luego de 6 horas de la adicion de la
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hormona en el medio de cultivo se puede observar una disminucién de aproximadamente un 50 %
de la concentracion y luego de 24 horas no se detecta el compuesto en el medio de cultivo, lo que
supone que el mecanismo catabolico es pre-existente a la adicion de la hormona. También
observamos, que al aplicar calor a un cultivo de B. japonicum E109 pierde la actividad catabdlica de
AlA. Estos resultados sugeririan que el catabolismo de AIA por B. japonicum E109, seria
proveniente de una molécula con actividad bioldgica que al aplicarle calor la desnaturalizaria y
pierde su actividad. EI AIA exdgeno es catabolizado eficientemente por B. japonicum E109 en
medio de cultivo, generando cambios importantes en la fisiologia de la bacteria en el medio, lo que
permite especular sobre un nuevo papel de la hormona como una sefial de la planta para regular el
desarrollo bacteriano durante la interaccién. La adicion de AlA en los cultivos de E109, luego de 24
y 48 horas produjo un aumento en la produccién de biomasa (DOsgs) y la produccion de EPS,
mientras que por la adicién de dos auxinas sintéticas, IBA y ANA, no se observaron diferencias
significativas respecto al tratamiento control. B. japonicum E109 fue capaz de catabolizar
completamente AIA, un 90% de IBA y un 50% ANA luego de 24 horas de incubacion y
degradarlos casi en su totalidad luego de 48 horas de incubacién. Al adicionar una auxina natural,
como el AlA a un cultivo puro de B. japonicum se produjeron cambios fisiologicos significativos a
nivel de la produccién de biomasa y EPS, asi como en el nimero de células; mientras que la adicion
de auxinas sintéticas no determin6 el mismo comportamiento.

Nuestros resultados indican que E109 tiene la capacidad de degradar AIA hasta una concentracion
de 0.5 mM, que degrada la fitohormona de manera constitutiva y a mayor velocidad en fase
estacionaria debido a un proceso de acumulacion de la enzima y que cuando se inoculan semillas de
soja con un cultivo de E109, que fue previamente inducido con AIA, el nimero de nédulos y la
produccion de biomasa vegetal aumentan, debido en parte a una mayor supervivencia del
microorganismo sobre la semilla y en correlacion con una mayor acumulacion de EPS. Los
metabolitos encontrados durante el catabolismo de AIA, muestran una alta concentracion de acido
antranilico, acido indol-3-piravico y la formacién de un conjugado glucosidico (AlA-glu). El &cido
antranilico, es un producto de la degradacion de AIA segln Jensen et al. (1995); sin embargo no
podemos confirmar que este sea parte de la via de degradacién dado que este compuesto es un
intermediario y precursor quimico en varias reacciones de importancia en diferentes rutas de

sintesis bioldgicas.
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1.5 CONCLUSIONES
De este capitulo de Tesis podemos concluir:

1. Bradyrhizobium japonicum E109, la cepa utilizada para la formulacién de inoculante para

soja en Argentina, no es capaz de sintetizar AIA aunque posee algunos de los genes para las

vias de sintesis.

2. E1009 tiene la capacidad de hidrolizar conjugados de amidas con el ulterior catabolismo de

la hormona y no es capaz de conjugar AIA con aminoacidos. La hidrdlisis y el catabolismo

de AIA y AlA-amidas, se realiza en todas las etapas del crecimiento de la bacteria, pero la

fase donde es mas rapida es en la exponencial.

3. B. japonicum E109 es capaz de catabolizar AIA, muy rapidamente después de la adicion

exogena de la hormona en el medio de cultivo. Ademas:

a.

Daniela S. Torres

La desnaturalizacion del cultivo y sobrenadante por calor, inactiva la degradacion
de la hormona.

Tiene la capacidad para catabolizar auxinas naturales como el AlA, y sintéticas
como IBA 'y el ANA, pero degrada a mayor velocidad el AlA.

El catabolismo de AIA tuvo una cinética de reaccidn con saturacion, ya que solo
pudo degradar hasta 0.5 mM de AlA. La velocidad de degradacién es mayor en la
fase estacionaria por lo gque suponemos que esto se debié a la acumulacion
enzimatica en el medio de cultivo.

La inoculacién de E109, pre-inducida por la adicion de AIA exdgeno, en semillas
de soja aumenta la produccién de EPS por parte de la bacteria, la recuperacion de
células bacterianas viables sobre semillas, el nimero de nddulos en raices de soja 'y
la produccion de biomasa de la planta con respecto al tratamiento control.

El perfil metabolico de E109 evidencié en baja concentracidn, la presencia de acido
antranilico, IPyA, IAM y AIA. El anélisis de catabolitos de AIA determiné la
presencia de acido antranilico, IPyA y el conjugado glucosidico (AIA-Glu).
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IV.1 INTRODUCCION

IV.1.1 Peroxidasas en el catabolismo de AIA

Las peroxidasas estan presentes en todas las plantas del planeta. Estas enzimas estan involucradas
en una amplia gama de procesos fisioldgicos a lo largo de todo el ciclo de vida vegetal, donde
podemos destacar su intervencion en la germinacion, el crecimiento celular, la reticulacion de la
pared celular, lignificacion, estrés bidtico y abiotico, simbiosis, nodulacién, micorrizacion y la
senescencia de la planta. Las peroxidasas vegetales catalizan la reduccién de perdxido de hidrégeno
(H20,) mediante la adopcion de electrones a diversas moléculas donantes, tales como compuestos
fendlicos, precursores de lignina, auxinas, o metabolitos secundarios (Hiraga et al. 2001). La
descarboxilacion oxidativa de AIA por peroxidasas vegetales se considera una reaccion de
degradacion de gran importancia vinculada con el control de los niveles enddgenos de AIA
(Gazaryan et al. 1996). El catabolismo de AIA por peroxidasas se ha estudiado en numerosos
sistemas biolégicos ademas de las plantas, y el requisito de la presencia de diferentes co-factores y
H20, varia entre especies. La degradacion de AlIA por peroxidasa de rdbano picante (HRP) puede
ocurrir sin co-factores afiadidos y en presencia o ausencia de H,O, (Hinman y Lang, 1965). La
oxidacion aerdbica de AlA catalizada por la peroxidasa en ausencia de H,O,, deja como productos
finales el indol-3-aldehido y oxindol 3-metileno, aungue la sensibilidad del sistema a una variedad
de pardmetros y la complejidad de los productos de reaccidn, como de los productos intermedios de
la enzima han dificultado la dilucidaciéon de la secuencia completa de las vias de reaccion y el
mecanismo de la activacion de oxigeno (Grambow y Langenbeck-Schwich, 1977). Una peroxidasa
inducida por Ensifer sp. (antes, Sinohizobium sp.) se expresa con rapidez y de forma transitoria en
las primeras etapas de la interaccién con Medicago truncatula (Cook et al., 1995). Esta peroxidasa
podria, mediar en la alteracion de la pared celular y en la formacion del hilo de infeccion en el
desarrollo de nédulos tempranos (Salzwedel y Dazzo, 1993). Las auxinas se acumulan en el sitio de
iniciacion de nddulos y posteriormente disminuyen durante la formacion del primordio nédular
(Mathesius et al., 1998; Penmetsa et al., 2003). EI aumento de peroxidasas durante nodulacion
podria estar relacionado con el control de los niveles de auxina en las raices. De hecho, algunas
peroxidasas de clase Il oxidan las auxinas y asi podrian controlar indirectamente la formacién de

nodulos a través del catabolismo de tales compuestos (Savitsky et al., 1999; Mathesius, 2001).
IV. 1.2 Claster iac en el catabolismo de AIA

P. putida 1290 es capaz de utilizar AIA como Unica fuente de carbono y energia debido a la

presencia de un cluster denominado iac que consiste de 10 genes que codifican para diferentes
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enzimas responsables de la degradacion de AIA como asimilacion de fuente de carbono y nitrégeno
(Leveau y Gerards, 2008).
Por otro lado, se han identificado grupos de genes similares en 22 genomas de otras bacterias, tales
como P. putida GB-1; Marinomonas sp. MWYL1; Burkholderia sp. 383; Sphingomonas wittichii
RW1; y Rhodococcus sp. RHAL.
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Figura 55. Comparacién de los genes del locus iac en P. putida 1290 con los grupos de genes de
tipo iac en otros genomas bacterianos. Los tamafios de los genes y espacios intergénicos no estan en
escala y los genes iac homélogos en otras bacterias se indican con el mismo color. La orientacién

de cada gen se indica en la figura (Leveau y Gerards, 2008).

Este cluster estd bien conservado y consistiria en un locus de tres unidades transcripcionales
putativas. La primera seria un operon de 9-15 ORF denominados iacA, iacB, iacC, iacD, iacE, iacF
e iacG: el primer gen del cluster, denominado iacA, codifica para una acil-coA deshidrogenasa, que
seria la primer enzima en atacar el anillo indol convirtiendo AIA en 2-hidroxi-AlA; iacB es una
proteina hipotética conservada, funcion desconocida; iacC es un anillo aromatico de hidroxilacién
dioxigenasa, proteina Rieske (2Fe-2S), subunidad alfa que esta involucrada en la conversion de 3-
hidroxi-2-o0xo0-AlA a catecol; iacD es un anillo aromatico de hidroxilacion dioxigenasa, subunidad
beta (lacD es una subunidad de la proteina lacC) y su funcion es desconocida; iacE es una
deshidrogenasa de cadena corta/reductasa esta involucrado en la conversion de 2-hidroxi-AlA a 3-
hidroxi-2-oxo-AlA; iacF corresponde a una ferrodoxina con funcion desconocida dentro del clUster;
e iacG es una Flavin proteina de dominio reductasa también con funcién desconocida. El segundo

operon de ORF 17 y 18 consiste en los genes iacH e iacl, que codifican para Glu-RNAt
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amidotransferasa y proteina hipotética conservada, respectivamente, ambas con funcién
desconocida. El tercer operon consiste en un solo gen (ORF16 o iacR) localizado aguas arriba de
ORF17, que codifica un regulador transcripcional de tipo MarR y seria un represor de la expresion

de iacA (Scott et al. 2013).
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Figura 56. Via propuesta para la degradacion de AIA en P. putida 1290 por el cllster iac. Se
muestran los tres intermedios, uno confirmado (catecol) y los otros dos aparentemente (2-hidroxi-
AlA, o 2-OH-AIA; 3-hidroxi-2-oxo-AlA, o diOxAIA). El producto del gen iacA estd implicado en

el paso 1, iacE en el paso 2 e iacC en el paso 3.

En el caso de los rizobios el analisis del genoma de B. diazoeficciens USDA110 demuestra que
carece de la mayoria de los genes del clister iac pero contiene una secuencia homoéloga al gen iacA,
gue codificaria para una enzima responsable de iniciar el proceso de asimilacion del AIA en otros

microorganismos (Leveau y Gerards, 2008).
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IV.2 METODOLOGIA

IV.2.1. Actividad de la enzima peroxidasa para el catabolismo de AIA en E109

I1V.2.1.1 Deteccion de la actividad peroxidasa en cultivos de E109

Se inocul6 un frasco de vidrio conteniendo caldo EMA (Vincent, 1970) suplementado con 10 mg.I*
L-Trp en las condiciones antes mencionadas. En una cubeta de cuarzo para espectrofotometria se
coloco 880 pl de buffer acetato de sodio/acido acético 0.1 M a pH 5.3, 70 ul de solucion de orto-
dianisidina 9 mM, 50 pl de solucion de peroxido de hidrogeno (H202) y 100 ul del cultivo de E109
en fase exponencial de crecimiento. Se agito rapidamente, tapandolo con una lamina de parafilm y
se colocd en un espectrofotdmetro Beckam Inc. (USA). Se llevo a cabo una cinética continua a 470
nm durante 60 segundos, tomando valores cada 10 segundos. Como controles positivos se realiz6
una cinética con 2 pl de una peroxidasa de extracto crudo de nabo y una peroxidasa de rabano
picante (HRP) comercial. Posteriormente, se repiti6 el mismo procedimiento modificando los
volumenes de cultivo, se colocd 300 y 500 pl haciendo una cinética continua de 10 min. Para
calcular la unidades de enzima se utilizé la Ley de Lambert y Beer, A=£.1.C donde A es la
absorbancia, C es la concentracién, | es el espesor recorrido (donde siempre es igual a 1) y ¢ es el

factor de concentracién (es un nimero constante).

1V.2.1.2 Evaluacion del catabolismo de AlA en cultivos modificados por la adicion de HRP
En funcion de los resultados obtenidos, este experimento tiene como objetivo evaluar el
comportamiento del catabolismo de AIA en E109 con la adicion de una peroxidasa del tipo
comercial, sobre la base que este tipo de enzimas interviene en la degradacién de la fitohormona.
B. japonicum E109 se cultivé como se describid. Con una pipeta estéril se tomaron alicuotas de 5
ml de cultivo y se colocaron de manera individual en tubos de 10 ml de capacidad previamente
esterilizados. Se obtuvo el sobrenadante, se tomaron 5 ml y se coloc6 en un tubo estéril. Este
proceso se repitio para un total de seis tubos de ensayo, donde tres de ellos fueron expuestos a una
temperatura de 90°C por 10 min. Este modelo experimental se realizé por triplicado y para cada
condicion experimental. Los tratamientos realizados se resumen a continuacion:

1. E109 con la adicion de 20 pg.ml? y 20 pl de HRP comercial

2. Sobrenadante de E109 con la adicién de 20 pg.ml* y 20 ul de HRP comercial

3. Sobrenadante desnaturalizado de E109 con la adicién de 20 pg.ml? y 20 ul de HRP

comercial.

Los tubos se incubaron a una temperatura de 30°C y 180 rpm de agitacion, y se tomaron muestras
periddicas de sobrenadante cada 2 horas y hasta la finalizacion del experimento, donde se cuantifico

la concentracion de AlA.
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Nota: la concentracion de AlA utilizada es el doble de lo que en promedio produce A. brasilense
Az39 en similares condiciones de cultivo (cepa utilizada como referencia sobre la produccion de
AlA). La concentracion utilizada de HRP proviene de una estandarizacion previa, donde se
evaluaron varias concentraciones y se eligié 20 pl.ml* debido a que demostré una mayor velocidad
de degradacion para la concentracion de AIA antes mencionada.

1V.2.1.3 Catabolismo de AIA en sobrenadantes modificados por la adicion de H.O>
El fundamento de la realizacion de este experimento, fue evaluar si el agregado de H.O-, uno de los
sustratos de la enzima peroxidasa, aumentaba la velocidad en la degradacion de AlIA en cultivos de
E109. Para ello, se obtuvo un cultivo de E109 y se centrifugd para la obtencién del sobrenadante.
Con una pipeta estéril se fraccionaron 5 ml de cultivo y se colocaron en tubos de ensayo para
establecer los siguientes tratamientos:

1. Sobrenadante de E109 con la adicion de 10 pg.ml*de AIA

2. Sobrenadante de E109 con la adicién de 10 pg.ml*de AIA y 20 uM de H,O;
Luego de analizar los resultados de este primer experimento, se procedi6 a repetir la metodologia
aumentando la concentracién de la solucién de H,O; y utilizando medio EMA para control. Los
tratamientos fueron:

1. Medio EMA con la adicién de 10 pg.ml*de AlA 'y 80 uM de H,O;

2. Sobrenadante de E109 con la adicion de 10 pg.ml*de AIA y 80 uM de H,0;
Los tubos se incubaron a una temperatura de 30°C y 180 rpm de agitacion y luego de 2 horas se
tomaron muestras periddicas cada 30 minutos en el primer experimento y cada 60 minutos en el

segundo experimento, hasta la finalizacion del ensayo, donde se cuantificé la concentracion de AlA.

1V.2.1.4 Construccién de una mutante Aper12 de B. japonicum E109

La construccion de la mutante deficiente en la enzima peroxidasa (EC.1.11.1.7) se realizd en
colaboracion con el Dr. Elias Mongiardini del Laboratorio de Interaccion Bradyrhizobium-Soja del
Instituto de Biotecnologia y Biologia Molecular de La Plata. Este laboratorio cuenta con una amplia
experiencia en la construccion de mutantes en el modelo de B. diazoefficiens USDA110 (Quelas et
al., 2010; Althabegoiti et al. 2011; Quelas et al., 2013; Mongiardini et al., 2016; Mongiardini et al.,
2017).

La secuencia blanco para el procedimiento de mutagénesis se obtuvo sobre la base del analisis
genémico de B. japonicum E109 a través del sistema RAST en el que se identificaron 2 secuencias

codificantes relacionadas con la actividad peroxidasa, la fig|375.26.peg.786 vy la
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fig|375.26.peg.5242. La eleccion de solo una de ellas para la intervencion molecular se fundamento
en los siguientes hechos: (1) debido a las caracteristicas del género y a la complejidad del
procedimiento resulta dificil obtener dobles mutantes para cualquier carcter en B. japonicum; (2) la
mutacion de uno de los genes produciria una disminucion de la actividad peroxidasa y (3) la
secuencia seleccionada no tenia asociada una actividad catalasa (EC 1.11.1.6), como en el caso de
la fig|375.26.peg.786. Las conjugaciones fueron realizadas empleando la técnica de (Simon et al.,
1989) con modificaciones menores segin se indica a continuacion. En un microtubo de
polipropileno de 1.5 ml se mezclaron 0.5 ml de la cepa donadora que llevaba el plasmido de interés
a una DOe2 de 0.4-0.5 con 0.9 ml de un cultivo de igual DO de la cepa B. japonicum E109. La
mezcla fue luego centrifugada a 3.000 xg durante 8 min y el pellet se re suspendié suavemente en
aproximadamente 50-75 pl de medio de cultivo. Dicha suspension fue colocada en una placa de
Petri con medio sélido PSY sin antibidticos e incubada a 28°C durante 48 horas. Finalmente, la
mezcla de bacterias donadoras con el plasmido y E109 fue re suspendida en agua bidestilada estéril
y plaqueada en medio sélido suplementado con gentamicina y kanamicina para la seleccion de
transconjugantes. En todas las conjugaciones se realizaron controles en los que sélo se agregaron ya
sea la bacteria donadora o E109. La seleccion de los mutantes fue por resistencia a gentamicina y

sensible a kanamicina y el chequeo por PCR con primers externos.
La técnica de PCR, brevemente, consistié de una desnaturalizacién por calor de la doble hebra de
ADN (95°C por 5 a 10 min), luego un enfriamiento para permitir que el cebador se una a su
secuencia complementaria en el ADN molde (40-68°C durante 20-40 segundos), y la posterior
elongacion de la cadena por la ADN polimerasa, tomando el ADN molde para sintetizar la cadena
complementaria y partiendo del cebador como soporte inicial necesario para la sintesis de nuevo
ADN. Asi se repitieron los ciclos. Los primers utilizados en la PCR fueron:

1. PerEXT5FW: GGGGAGTATTGCTGCCACTT

2. PerEXT3RV: GCACCGAAGAAAAGCACCTG

IV.2.1.5 Evaluacion del catabolismo de AIA en sobrenadantes de B. japonicum E109 Aperl2

B. japonicum E109 se cultivé como se describi6. La mutante B. japonicum E109 Aperi2 (Clon 12)
se cultivo en las mismas condiciones que la cepa salvaje, pero dado que contiene un plasmido con
resistencia a gentamicina, el caldo de cultivo y las placas de EMA contenian gentamicina en una
concentracion final de 50 pg.ml* para mantener la presion de seleccion.

Para evaluar el comportamiento de la mutante Aper12 frente a la cepa salvaje E109, se procedio a
evaluar la capacidad de catabolizar diferentes concentraciones de AlA en sistemas controlados. Una

vez crecidas ambas cepas hasta principios de la fase exponencial, se tomaron 50 ml de cultivo y se
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centrifugd como se describid. Los sobrenadantes de cada una de las cepas se fraccionaron en tubos
de borosilicato estériles en los siguientes tratamientos:

1. Sobrenadante de E109 con la adicién de 10-20-30-40 pg.ml*de AIA

2. Sobrenadante de la mutante E109 Aper12 con la adicién de 10-20-30-40 pg.ml*de AIA
Los tubos inducidos de ambas cepas se mantuvieron en agitacion a 180 rpm a 30°C, y se tomaron
muestras cada 2 h hasta final del ensayo, donde en cada punto se evalud la concentracion de AlA.

1V.2.1.6 Evaluacion del catabolismo de AlA en cultivos puros de E109y E109 Aper12
Como en los ensayos de catabolismo, se utilizd la metodologia descripta anteriormente para el
crecimiento de la bacteria salvaje y mutante. Luego de 72 horas de agitacion, se procedié tomar
alicuotas de cada microorganismo y dividirlas de acuerdo a los siguientes tratamientos:

1. Cultivo de E109 con la adicion 40 ul.ml* de AIA

2. Cultivo de Aperl2 con la adicion 40 ul.ml* de AIA

3. Medio EMA con la adicion 40 pl.ml™? de AIA
Al igual gue en las evaluaciones de catabolismo previas, los tubos se colocaron en similares

condiciones experimentales y se evaluaron con la misma metodologia.

IV.2.2 Andlisis del perfil de proteinas presentes en E109 potencialmente relacionadas con la
degradacién de AIA
IVV.2.2.1 Blsqueda de secuencias codificantes el catabolismo de AlA en el genoma de E109
De acuerdo a la informacién obtenida en relacién al catabolismo de AlA en B. japonicum E109, asi
como de la existencia de trabajos publicados en otros modelos biol6gicos en relacién al catabolismo
asimilativo de auxinas, se desarrollé una nueva blsqueda de secuencias codificantes en el genoma
de E109, tomando como referencia el clister iac de P. putida 1290 ya que se encuentra
caracterizado (Leveau y Gerards, 2008). Asi, para la busqueda de los genes iac en E109 se utilizo la
base de datos NCBI tomando P. putida 1290 como cepa de referencia. El procedimiento de manera
general fue el siguiente:

1. Busqueda de las secuencias de las proteinas iac en la base de datos de NCBI-Proteina

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/)

2. Obtencidn de la secuencias FASTA de las proteinas codificadas por los genes iac
3. Busqueda de la proteina similar en el genoma de E109, a través de la herramienta blastp

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)

4, Anélisis de las secuencias obtenidas.
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Ademas de las busquedas en el genoma de E109 se adicionaron busquedas en el genoma de H.
seropedicae SmR1, ya que esta bacteria tiene la capacidad de catabolizar AIA de manera
asimilativa mediante el clister de genes iac (comunicacion personal Prof. Emanuel de Souza) y la

secuencia de su genoma se encuentra disponible en las bases de datos (Pedrosa et al., 2011).

1V.2.2.2 Perfil protedmico del catabolismo de AIA en E109

Sobre la base del anélisis bioinformatico, se realiz6 el andlisis bioquimico del perfil de proteinas
secretadas al sobrenadante del medio de cultivo de E109, con el objetivo de verificar si alguna de
las proteinas homologa a las del cluster iac de P. putida 1290 se encontraba en el sobrenadante de
B. japonicum E109. Para ello, se obtuvieron 100 ml de cultivo en fase estacionaria, a los que se
adicionaron 40 pg.mlt de AIA. Se incubd en las mismas condiciones descriptas anteriormente
durante 24 horas. Luego de este periodo de tiempo, se controlé la pureza del cultivo y se midieron
los siguientes parametros referenciales: DOsgs, recuento de microorganismos, concentracion de AIA
y cuantificacion de proteinas por el método de Bradford (Bradford, 1976). Brevemente, para medir
el contenido de proteinas por el método de Bradford, se tomé 1 ml de cultivo y se centrifugd 10 min
a 10 rpm, se tomaron 200 ul de sobrenadante y se agregaron 800 pl del reactivo de Bradford (10 mg
de Comassie Blue G-250 con 10 ml de fosfoérico al 88% y 4.7 ml de etanol absoluto). Luego se
afiadid agua destilada hasta completar un volumen de 100 ml, se homogeniz6 la muestra y se midié
la absorbancia a DOsgs, para convertir los valores a pg.ml de proteinas teniendo en cuenta el factor
de dilucion de las muestras. Se tomaron 45 ml del cultivo y se centrifugaron a 8000 rpm a 4°C. Se
repitid el procedimiento para lograr la maxima separacion de EPS en el medio de cultivo. Luego, se
tomaron 10 ml del sobrenadante con jeringa estéril y se filtré (con un filtro de 0.22 um), colocando
el filtrado en un tubo falcon de 15 ml de capacidad. El tubo se conservd a -20°C hasta su
procesamiento. La muestra fue reducida con 20 mM de DTT (Ditiotreitol) durante 45 min a 56°C,
luego fue alquilada con 20 mM de iodoacetamida durante 45 min en oscuridad. Luego se precipit6
con acido tricloroacético durante 30 min. Se centrifugo6 en frio y se lavé el pellet con acetona. Se
dejo secar y se agreg6 buffer bicarbonato de amonio 50 mM para la digestion con tripsina. Al
digerido con tripsina se les realizé una limpieza con Zip-Tip C18 para extraer las sales. La muestra
fue lioifilizada por Speed Vac y se re suspendi6 con 10 ul de acido férmico 0.1% (v/v). La muestra
se analiz6 por nanoHPLC acoplado a un espectrometro de masa con tecnologia Orbitrap, lo que
permitié en primer lugar una separacion de los péptidos obtenidos por digestién triptica de la
muestra y una posterior identificacion de los mismos. La ionizacion de las muestras se realizd por
electrospray. El analisis de los datos obtenidos se realizo con el software Proteome Discoverer™-

Thermo Fisher Scientific (USA).
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1V.2.2.3 Evaluacion del catabolismo asimilativo de AIA en E109

Este ensayo se realizd con el objetivo de confirmar la capacidad de E109 para usar AIA como Unica
fuente de carbono en medio de cultivo definido. Para ello, se modificé la formulacion del medio
EMA (Vincent, 1970) reemplazando la fuente de carbono (manitol) por AIA y el extracto de
levadura (dado que aporta hidrolizados de N y carbono) por glutamato de sodio. La formulacion del

medio EMA modificado, es la siguiente:

Tabla 19. Composicion del medio EMA modificado
Medio EMA modificado

Componente Cantidad

AlA 1g
Glutamato de sodio 0,059
K2HPO4 059
MgS0O,4.7H.0 0,2¢g
NaCl 01lg
FeCls.6H20 10% P/V 100 pl
SOsMn 10% P/V 100 pl
Agua destilada 1000 ml

Brevemente, se obtuvo un cultivo de E109 con una DOsgs aproximadamente de 1, se tom6 1 ml del
cultivo, se centrifugé 10 min a 10000 rpm y las células se re suspendieron en medio EMA (Vincent,
1970) como control y medio EMA modificado. Se tom6 de cada medio 25 ul y se inocul6 en tubos
de borosilicato conteniendo 5 ml de medio EMA (Vincent, 1970) y EMA modificado. Este modelo
experimental se realiz6 por triplicado y para cada condicién experimental. Los tratamientos
realizados se resumen a continuacion:

1. Cultivo de E109 en medio EMA.

2. Cultivo de E109 en medio EMA modificado
Los tubos se incubaron en estufa a 30°C y con una agitacion de 180 rpm durante 4 dias. Los

parametros medidos fueron el crecimiento (DOsgs) Yy el nimero de células viables (ufc.ml™?).
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1V.2.2.4 Evaluacion del catabolismo de AlA en la mutante B. diazoefficiens 8620 para el gen
ngrC (similar a iacA)
Para hacer una evaluacion rapida del posible rol del gen ngrC de B. diazoefficiens sobre el
catabolismo de AIA y evitar la generacion de una nueva mutante de B. japonicum E109, se realiz6
un analisis filogenético en las bases de datos disponibles, indicando que iacA (acil-CoA
deshidrogenasa) esté estrechamente relacionada con idoA de P. alcaligenes PA-10 y el gen ngrC de
B. diazoefficiens USDA110 (Alemayehu et al., 2004). El producto del gen, nrgC, se menciona en
varios trabajos previos como un gen controlado por el regulador de la fijacion de nitrégeno NifA
(Nienaber et al. 2000). Gracias a la colaboracion del Dr. Hans-Martin Fischer (Alemania) pudimos
evaluar el comportamiento de una cepa conteniendo la mutacion en el gen similar a iacA sobre el
catabolismo de AlA.
Para ello, B. diazoefficiens USDAL110 spc4 (cepa salvaje) fue mutado en el gen nrgC y se denomind
B. diazoefficiens 8620 (Nienaber et al., 2000). Tanto B. diazoefficiens USDA110 spc4, como 8620
se cultivaron en las mismas condiciones que B. japonicum E109, mas el agregado de 100 pg.mi* de
espectinomicina y kanamicina. Una vez que las cepas llegaron a la fase exponencial, se
fraccionaron los cultivos en un total de nueve tubos de borosilicato estériles. Este modelo
experimental se evalu6 por triplicado y para cada condicién experimental. Los tratamientos fueron:

1. Cultivo de B. japonicum E109 con 30 pg.ml? de AIA

2. Cultivo de B. diazoefficiens USDA110 spc4 con 30 pg.ml* de AIA

3. Cultivo de B. diazoefficiens 8620 con 30 pg.ml™ de AIA
Los tubos se incubaron a 180 rpm a 30°C, y se tomaron muestras cada 2 h hasta la finalizacion del

ensayo. En cada punto de muestreo se evalud la concentracion de AIA, como se describio.

IVV.2.3 Actividad de la enzima codificada por el gen iacC para el catabolismo de AIA en B.
japonicum E109

IV.2.3.1 Andlisis in silico del genoma

Se determind la presencia de genes relacionados con el cluster descripto para el catabolismo de AIA
en el genoma de B. japonicum E109 y se compararon las secuencias de las proteinas predichas con
las obtenidas previamente para B. diazoefficiens USDA110 y P. putida 1290. Para el andlisis se
utilizd KEGG (Kanehisa et al., 2012) y RAST (Aziz et al., 2008).

IV.2.3.2 Construccion de la mutante B. japonicum E109 AiacC
Al igual que la mutante deficiente en la enzima peroxidasa, esta mutante fue construida gracias a la

colaboracion del Dr. Elias Mongiardini.
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La secuencia blanco para el procedimiento de mutagénesis se obtuvo sobre la base del analisis
genémico de B. japonicum E109 en el que previamente se identifico una secuencia codificante
homdloga al gen iacC de P. putida 1290 identificada como GenBank: AJA64126.1 en la anotacion
del genoma en la base de datos de NCBI, correspondiente a una oxidoreductasa o 3-fenilpropionato
dioxigenasa subunidad alfa (EC 1.14.1.-) segin RAST. A nivel molecular, se empleé la técnica de
delecion limpia y contra-seleccion por sacarosa mediante la utilizacion del plasmido pK18mobSacB
(Schéfer et al., 1994). Para la obtencion de la construcciéon que lleva las regiones homoélogas rio
arriba y rio abajo respecto de la regién a delecionar se emplearon técnicas de clonado
convencionales (PCR y digestiones con enzimas de restriccion) de acuerdo con Sambrook et al.
(1989). Para la reaccion de PCR se utilizaron los  primers FWiacCE
(AAAAQaattcGCTGGGTCTATGTCGGGC [EcoRlI]) y RViacCH
(AAAaagcttGACCTGCCACTGCATCGT  [Hindll]) que permiten amplificar la region
comprendida entre las bases 6.365.033 a 6.363.748 del genoma de B. japonicum E109. Este
fragmento fue purificado de gel y digerido con las enzimas de restriccién EcoRI y Hindlll que se
agregaron en la secuencia de los primers. El producto se clono en el vector pK18mobSacB digerido
con las mismas enzimas de restriccion dando el plasmido pK18Sac::iacCBj. Una vez obtenido el
clon deseado, el fragmento se digiri6 con la enzima Sall que libera un fragmento de 458 pb del
inserto. El plasmido digerido fue purificado del gel y religado. De esta manera se obtuvo la
construccidn final, pK18Sac::AiacCBj, llevando los fragmentos homdlogos rio arriba y rio abajo al
fragmento que se desea delecionar. Una vez obtenida la construccion final, se realizaron las
respectivas conjugaciones de acuerdo a Simon et al. (1989) con modificaciones menores de acuerdo
a Quelas et al. (2010). De esta conjugacion se obtuvieron recombinantes simples resistentes a Km
que llevan el plasmido transferido recombinado en el cromosoma por cualquiera de los dos
fragmentos homdlogos. Una vez verificada la insercion simple por una de la regiones homologas se
indujo la doble recombinacion que resuelve el plasmido dejando la region intacta como en la cepa
salvaje o delecionada. La identificacion de una u otra posibilidad se realiz6 mediante una reaccion
de PCR que amplifica desde regiones externas a la zona de recombinacién. Las mutantes obtenidas

fue denominadas B. japonicum E109 AiacC.

1V.2.3.3 Construccidén de la mutante complementada de B. japonicum E109 AiacC

Restauramos el fenotipo de la mutante E109 AiacC. Para la obtencion de E109 AiacC/pJN105 iacC
se obtuvieron células competentes en E. coli S-17 conteniendo el plasmido pJN105 (pBBR)
(Newman y Fuqua, 1999) con los fragmentos clonados de iacCD inducible en arabinosa. E. coli S-

17 crecié en medio LB modificado con la adicién de 30 pg.ml* de gentamicina; mientras que B.
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japonicum E109 lo hizo en medio PSY con arabinosa. Al momento de la conjugacion, el cultivo de
E. coli S-17 fue diluido 1/100 en medio LB sin antibioticos y crecid hasta alcanzar una DOsgs=0.8-
1. Posteriormente, se realiz6 una mezcla de 900 pl del cultivo en fase exponencial de E109 con 400
pl de S-17. Los cultivos se centrifugaron durante 8 min a 3000 rpm y el pellet se re-suspendid y
colocd en una placa de medio fresco PSY con arabinosa agarizado. Las placas se incubaron por 48
horas a 30°C y luego se recolecto colonia generada y se resuspendié en 1 ml de solucion fisiologica,
donde se homogeniz6. Se sembrd 150 pl del homogenato de conjugacion en medio EMA con 50
ug.ml? gentamicina y las placas se incubaron en las condiciones mencionadas previamente por 72-
96 h. Evaluamos la restauracion del fenotipo de la mutante E109 AiacC/pJN105 iacC utilizando
E109 (wt) y E109 AiacC como controles. El procedimiento llevado a cabo es el descripto en el item

a continuacion.

1V.2.3.4 Biosintesis de AIA por E109 y la mutante E109 AiacC

Se obtuvieron dos cultivos de B. japonicum E109 y la mutante B. japonicum E109 AiacC como se
menciond, con la adicion de L-Trp para la sintesis de AIA. A partir de las 24 h de crecimiento
(DOsgs), y cada 12 h se tomaron muestras de 1 ml para medir el crecimiento (DOsgs) VY
correlacionarlo con la concentracion de AIA en medio de cultivo. Se realizaron ademas los

controles de calidad relacionados con la pureza del cultivo

IV.2.3.5 Evaluacion del catabolismo de AIA por E109 y la mutante E109 AiacC
Tanto E109 como la mutante AiacC se cultivaron como se describi6 anteriormente. Los cultivos se
mantuvieron en agitacion hasta llegar a una DOsgs=0.8 correspondiente con una fase exponencial
temprana de crecimiento. Con una pipeta estéril se tomaron alicuotas de 5 ml de cultivo y se
colocaron de manera individual en tubos de borosilicato previamente esterilizados. Este modelo
experimental se realiz6 por triplicado para cada cepa y para cada condicién experimental. Luego de
un periodo de adaptacion de 15 min, se establecieron dos condiciones experimentales:

1. E109 con la adicién de 40 pg.mi™ de AIA

2. E109 AiacC con la adicién de 40 pg.ml*de AIA
Como parametros de mayor interés fueron evaluados el crecimiento bacteriano como DOsgs (antes
de la induccion y al final de la incubacion) y la concentracion de AIA (ug.ml?) en funcién del

tiempo. Para ello, se tomaron muestras del medio de cultivo cada 2 h.
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1V.2.9 Analisis Estadistico
Los analisis estadisticos de los resultados obtenidos se realizaron a través del software InfoStat,

version 2008, Grupo InfoStat. (Di Rienzo et al. 2008). Los andlisis estadisticos realizados fue

andlisis de varianza (ANOVA), el test de comparacion Tukey con un p < 0,05.
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IV.3 RESULTADOS
Luego de identificar que en E109 existe una fuerte degradacion de AIA, realizamos una busqueda
de posibles enzimas relacionadas con esta actividad. Una hipétesis para el catabolismo de AlA, fue
conocer si una enzima del tipo peroxidasa producida y liberada al medio de cultivo por B.
japonicum E109 era la responsable de la degradacion de la fitohormona, por ello se desarrollaron

los experimentos a continuacion.

IV.3.1 Actividad de la enzima peroxidasa para el catabolismo de AIA en E109

1V.3.1.1 Deteccion de la actividad peroxidasa en cultivos de E109

El objetivo de este experimento fue detectar y cuantificar actividad de la enzima peroxidasa en
cultivos de E109, como posible responsable del catabolismo de AlA. En la bibliografia no existen
protocolos para la determinacion de la actividad peroxidasa en bacterias PGPR, por ello usamos
como protocolo base un método para evaluar la cinética de la actividad de peroxidasas presentes en
extractos vegetales. Esta etapa del trabajo fue desarrollada en colaboracién con la Dra. Melina
Talano del Departamento de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Exactas de la UNRC.
Para ello, se utilizaron dos tipos de enzimas como control, una extraida de manera artesanal de

plantas de nabo denominada Extracto Crudo de Nabo (ECN) y una peroxidasa comercial (HRP).

Cinéticade ECNy HRP

1.5 Extracto crudo de nabo (ECN)
Peroxidasa comercial (HRP)

0.0 . . .
0 20 40 60 80

Tiempo (s)

Figura 57. Valores de DOazo de la cinética de ECN y HRP en funcion del tiempo.

Segun la Ley de Lambert y Beer, A=¢.1.C se calcul6 el promedio de la densidad optica, ADOaz0, que
coincidio con el arrojado por el equipo, y se calcularon las unidades de enzima en cada caso. Para

ECN en los 2 pl agregados hay 28,31 p moles o U (unidades de enzima); mientras que para HRP

Daniela S. Torres 184



Analisis genomico y funcional de los mecanismos de promocion del crecimiento en B. japonicum E109, la cepa mas

utilizada para la formulacion de inoculantes para soja en la Republica Argentina

hay 94,69 pu moles o U (unidades de enzima). Estos valores obtenidos por la evaluacion de la
actividad peroxidasa de las enzimas de origen comercial y extraidas en el laboratorio nos
permitieron validar el procedimiento de evaluacion y por ello decidimos evaluar la actividad de esta

enzima en cultivos puros de B. japonicum E109.

Deteccién de Px en cultivos de E109. pH 5

1.5 —4— 100 pl de cultivo de E109
—— 200 pl de cultivo de E109
1.04
o
a
0.54
A——h A& & ——& A
2 4 — 4 *r—
0.0 T T T
0 20 40 60 80
Tiempo (s)

Figura 58. Valores de DOuy para los ensayos de cinética desarrollados en 100 y 200 ul de medio de

cultivo puros de B. japonicum E109 a la mezcla de reaccién a pH 5.

En la Figura 58 se puede observar que los valores obtenidos fueron muy bajos y constantes a lo
largo de la curva, por lo que no se pudo confirmar la presencia de la enzima o su actividad. A partir
de estos resultados decidid realizar algunos cambios relacionados con la preparacion de la mezcla
de reaccion, tales como, el agregado de un mayor volumen de medio de cultivo, la modificacion del
pH del buffer a 7, como asi también el aumento del tiempo de reaccién con mediciones mas
espaciadas entre los puntos. En este caso no se puedo aplicar la Ley de Lambert y Beer para

conocer la cantidad de unidades de enzima, ya que la funcién no fue lineal.
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Deteccién de Px en cultivos de E109. pH 7
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Figura 59. Valores de DOuy para los ensayos de cinética desarrollados en 300 y 500 ul de medio de

cultivo puros de B. japonicum E109 a la mezcla de reaccién a pH 7.

En la Figura 59 podemos observar un comportamiento similar al anterior donde los valores fueron
bajos y constantes a lo largo del tiempo, aunque mayores que los obtenidos a pH 5. Como lo hemos
mencionado previamente, detectamos la presencia de dos secuencias codificantes para enzimas del
tipo peroxidasa en el analisis funcional del genoma de E109, pero en estos ensayos preliminares no
pudimos cuantificar actividad bioldgica del tipo peroxidasa, motivo por el cual decidimos utilizar

una nueva estrategia que se detalla a continuacion.

1V.3.1.2 Evaluacién del catabolismo de AIA en cultivos de E109 modificados por la adicion de
HRP

Existen reportes que demuestran que enzimas del tipo peroxidasa podrian ser responsables del
catabolismo de auxinas en células vegetales (Savitsky et al., 1999; Mathesius, 2001), evaluamos si
la adicion de HRP modificaba la velocidad de degradacion de AIA en cultivos puros de B.

japonicum E109.
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Figura 60. Concentracion de AIA (ug.ml™) en cultivos y sobrenadantes de E109 modificados por la
adicion exdgena de AIA (ug.ml?) y HRP. Las barras representan el promedio y la T el SD (n=3).
Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey p <0,05.

Como se observa en la Figura 60, en el tratamiento del cultivo de E109 con la adicién exdgena de
AlA y HRP, hubo una disminucién de la concentracion de la hormona en funcién del tiempo (h) a
las 6 horas, de un 50% aproximadamente de la concentracién, y luego de las 24 horas no se detect6
el compuesto en el medio de cultivo. Lo mismo ocurre para el tratamiento de sobrenadante de un
cultivo de E109, se observa la degradacion de la hormona sin cambios en la velocidad. Por Gltimo,
en el caso del el tratamiento de sobrenadante desnaturalizado de E109, se observa que la
concentracion de AlA es la misma respecto de la concentracion inicial a lo largo del tiempo y que la
adicion de la enzima HRP no revierte este comportamiento. Resumiendo, estos comportamientos
son idénticos a los demas ensayos de catabolismo, es decir, que la adicion de HRP a los

tratamientos de cultivos y sobrenadantes no modifica la velocidad de degradacion de AlA.

IV.3.1.3 Evaluacion del catabolismo de AIA en sobrenadantes de E109 modificados por la
adicion de H,O»

El H20- es sustrato de numerosas peroxidasas vegetales, si bien hay algunas de estas enzimas que
pueden prescindir de su presencia para funcionar como en el caso de las que usarian el AIA como
sustrato de la reaccion. En nuestro laboratorio se han llevado a cabo experimentos preliminares
donde se evalud el comportamiento del catabolismo de AIA en condiciones de estrés oxidativo y

para los que se us6 H,O, como compuesto efector de la condicion de estrés B. japonicum E109
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(Pierantonelli, 2012). En los experimentos de este trabajo, evaluamos la adicion de dos
concentraciones de H,O a sobrenadantes obtenidos de cultivos puros de B. japonicum E109 con el
objetivo de verificar si la velocidad del catabolismo de AIA, como consecuencia de la posible
competencia del peroxido sobre el AIA como sustrato de las peroxidasas presentes en el

sobrenadante del cultivo, mostraba alguna variacion.

Catabolismo de AlA con 20 uM de H,0,

25
3 Sobrenadante de E109

20 Sobrenadante de E109 con H,0,

AlA (ng.ml?)

Tiempo (h)

Figura 61. Concentracion de AIA (ug.ml?) en sobrenadantes de B. japonicum E109 modificados
por la adicion exdgena de AIA (ug.ml?t) y 20 uM de H2O,. Las barras representan el promedio y la

T el SD (n=2). Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey p

<0,05.

Cuando evaluamos la adicion de 20 uM de H2O, observamos que el catabolismo de AIA es similar
al control, sin el agregado del perdxido. No se observa un aumento o retraso en la velocidad de

degradacion de la hormona. Llevamos a cabo una nueva evaluacion del catabolismo con un

aumento en la concentracion de peroxido.
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Figura 62. Concentracion de AIA (ug.ml™) en sobrenadante de E109 y medio EMA, modificados
por la adicion exdgena de AIA (ug.ml™) y 80 uM de H,0>. Las barras representan el promedio y la
T el SD (n=2). Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey p
<0,05.

Como se puede observar en la Figura 62, el nivel de AIA en el tratamiento del medio de cultivo sin
la bacteria (EMA) con 80 uM de H20,, se mantuvo constante hasta al final del experimento
indicando que el perdxido no seria capaz de degradar per se la hormona en estas condiciones
experimentales. En el caso del segundo tratamiento, el sobrenadante de E109 degrad6 la hormona
un 50% en las 5 primeras horas luego de la induccion, comportamiento que habiamos confirmado
en ensayos preliminares. Esto indicaria que el H;O, no afectaria el comportamiento en la
degradacion de AlA en relacion a la velocidad observada en ensayos similares en los que no se

adiciono este compuesto.

IV.3.1.4 Construccién de una mutante de B. japonicum E109 Aper

Se llevé a cabo una mutaciéon con una delecion en el gen que codifica para una peroxidasa
(EC.1.11.1.7) ubicada en la fig|375.26.peg.5242 del genoma de E109. Como resultado del proceso
de mutagénesis, se obtuvieron cuatro clones de la mutante (Aper) denominados clones Aper8,
Aper9, Aperl0y Aperl2.

Daniela S. Torres 189



Analisis genomico y funcional de los mecanismos de promocion del crecimiento en B. japonicum E109, la cepa mas

utilizada para la formulacion de inoculantes para soja en la Republica Argentina

Mix 5 Mix 3
8 9 10 12 wt 8 9 10 12 wt

Figura 63. Electroforesis de gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de estudio en el que se
muestra el producto de amplificacion de Aper. En cada uno de los pozos corresponden a clones de

E. coli DH5-a con diferentes mix de primers.

Se llevo a cabo un ensayo de screening de los cuatro clones de B. japonicum E109 (Aper) y debido
a gue todos tuvieron un comportamiento similar entre si, se seleccion6 el clon Aperl2 para los

ensayos detallados a continuacion.
1VV.3.1.5 Evaluacién del catabolismo de AlA en sobrenadantes de B. japonicum E109 Aper12

Evaluamos la degradacion de AIA en sobrenadantes de E109, con diferentes concentraciones de la

hormona.
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Figura 64. Concentracion de AIA (ug.ml?) en sobrenadantes de B. japonicum E109 y la mutante
E109 Aperl2, modificados por la adicion exdgena de 10 pg.ml™? de AIA. Las barras representan el
promedio y la T el SD (n=3). Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba

de Tukey p <0,05.

En la Figura 64 se puede observar que hubo una pequefia diferencia significativa, a nivel de la
degradacion de la AIA entre ambas cepas pero ambas degradaron la misma cantidad del AIA
adicionado. En este ensayo se evaluaron los sobrenadantes, debido a que en experimentos anteriores
se comprob6 que en tales fracciones se obtenia actividad catalitica sobre la hormona. La mutante
demostr6 que aun deficiente en la enzima peroxidasa, es capaz de catabolizar la hormona en el
sobrenadante de cultivos bacterianos. Como se observo una tendencia catabélica positiva luego de 6
horas de incubacién desde el agregado de la hormona a favor del mutante y aun teniendo en cuenta
que este resultado era absolutamente opuesto al esperado, decidimos realizar un nuevo experimento
aumentando la concentracion de AlA adicionada de manera exdgena para verificar si la capacidad

catalitica del mutante era mayor que la de la cepa salvaje.
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Figura 65. Concentracion de AIA en sobrenadantes de B. japonicum E109 y la mutante E109
Aperl2, modificados por la adicion exdgena de 20 pg.ml? de AIA. Las barras representan el
promedio y la T el SD (n=3). Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba
de Tukey p <0,05.
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Figura 66. Concentracion de AIA en sobrenadantes de B. japonicum E109 y la mutante E109
Aper12, modificados por la adicion exégena de 30 pg.ml? de AIA. Las barras representan el
promedio y la T el SD (n=3). Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba
de Tukey p <0,05.
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Catabolismo de 40 pg.ml™* de AIA
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Figura 67. Concentracion de AIA (ug.ml?) en sobrenadantes de B. japonicum E109 y la mutante
E109 Aper12, modificados por la adicion exégena de 40 pg.ml* de AIA. Las barras representan el

promedio y la T el SD (n=3). Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba
de Tukey p <0,05.

Como se observa en las figuras el agregado de mayores concentraciones de AIA no modificé el
comportamiento catabélico sobre la hormona de la cepa salvaje y la mutante deficiente en la
peroxidasa y ambos microorganismos tuvieron un comportamiento similar en relacién a la
velocidad con la que ocurrié el catabolismo. Otro resultado inesperado de este experimento se
observo por la adicion de 40 pg.ml?* de AIA en el que no se observé degradacion de la hormona
luego de 8 horas post-induccion en ninguno de los dos tratamientos evaluados. Esto despert6
nuestra curiosidad en saber qué es lo ocurriria mas alla de las 8 horas, entonces se repitié el ensayo
dejandolo hasta ver la desaparicion de la hormona y se observé que los sobrenadantes de E109 y
E109 Aper12 con 40 ug.ml* de AIA tardaron al menos 48 horas en degradar el 90% de la hormona

adicionada exdgenamente (datos no mostrados).

111.3.1.6 Evaluacion del catabolismo de AlA en cultivos puros de E109 y E109 Aperl2

De acuerdo a los resultados del experimento anterior, se pudo observar que el catabolismo de 40
pg.ml?t de AIA en sobrenadantes de E109 y E109 Aper12, no se produjo hasta las 48 horas luego de
la induccion con la hormona, por lo que decidimos evaluar la misma concentracion de la hormona

en cultivos puros de cada cepa.
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Catabolismo de 40 ug.ml™ de AIA
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Figura 68. Concentracion de AIA (ug.ml?) en cultivos de B. japonicum E109 y la mutante Aperl2,
modificados por la adicion exdgena de 40 pg.ml? de AIA. Las barras representan el promedio y la
T el SD (n=3). Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey p
<0,05.

En la Figura 68 se puede observar que tanto en la cepa salvaje como en la mutante E109 Aperl2 la
degradacion de la hormona ocurre dentro de las 8 horas posteriores a la adiciéon de la hormona, en
un porcentaje de un 90% en relacion a la concentracion inicial para el caso de la E109 y en un 80%

para el caso de E109 -per12.

Resumiendo; los resultados obtenidos en la degradacion de la fitohormona relacionados a la
peroxidasa, nos mostraron que esta enzima no es la responsable del catabolismo de AIA en B.
japonicum E109. Esto nos obligé a re-direccionar la busqueda de otra enzima por el que el

microorganismo seria capaz de degradar el AIA en medio de cultivo.

1V.3.2 Andlisis del perfil de proteinas de E109 relacionadas con la degradacién de AIA
IV.3.2.1 Busqueda bioinformaética de secuencias codificantes relacionadas con el catabolismo
de AlA en el genoma de E109

Segun los reportes de Olesen y Jochimsen (1996) las dos enzimas responsables del catabolismo de
AlA hasta &cido antranilico serian la isatina reductasa, que reduce el dioxindol a isatina, y este

compuesto se convierte a acido isatinico por accion de la isatina amidohidrolasa. Previamente
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Egebo et al. (1991) sugirieron que la molécula de AlA se degradaria por una abertura oxidativa del
anillo de indol en una reaccion anéloga a la catalizada por la triptéfano 2,3-dioxigenasa. Realizamos
la busqueda de estas enzimas en el genoma de E109 a través de la base de datos NCBI y solo se
identific una secuencia similar a la enzima triptéfano 2,3-dioxigenasa. Debido a que nunca hubo
reportes relacionados a esta enzima con la degradacion de AIA, procedimos a iniciar una nueva
busqueda, utilizando como referencia las secuencias codificantes del cluster de catabolismo
asimilativo reportado para P. putida 1290, dado que USDA110 posee una secuencia similar al gen
iacA (Leveau y Gerards, 2008).

A continuacién se detallan los resultados del andlisis bioinformatico obtenido en NCBI utilizando la
herramienta p-BLAST para el genoma de B. japonicum E109. También se realiz6 el mismo analisis
en Herbaspirillum seropedicae cepa SmR1 porgue esta bacteria tiene la capacidad de catabolizar el

AlA, pero como fuente de Cy N.
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Tabla 20. Secuencias codificantes del cldster iac en E109 y H. seropedicae SmR1 en relacién con

las secuencias homologas del cluster de P. putida 1290.

Gen: Proteina Identificada en P. putida 1290 Score  E-value % ID
iacA: Acil-CoA deshidrogenasa

E109 Proteina pigmento 370 E-127 51%

SmR1 Acil-CoA deshidrogenasa 385 5,00E-132 53%
iacB: Proteina hipotética conservada

E109 Dolicol-fosfato manosiltransferasa 27 0,7 36%

SmR1 Proteina hipotética conservada 146 3,00E-46 58%

iacC: Anillo aromatico dioxigenasa, subunidad o
E109 3-fenilpropionato dioxigenasa subunidad a 149 4,00E-41 40%

SmR1 Fenilpropionato dioxigenasa subunidad o 539 0 64%
iacD: Anillo aroméatico dioxigenasa/ Subunidad p

E109 3-fenilpropionato dioxigenasa subunidad 3 65 1,00E-14 27%

SmR1 Proteina de la subunidad pequefia dioxigenasa 128 4,00E-38 41%

fenilpropionato
iacE: Deshidrogenasa de cadena corta. Reductasa
E109 3-oxoacyl- (acil-proteina portadora) reductasa 137 1,00E-40 33%
SmR1 3-oxoacyl- (acil-proteina portadora) reductasa 254 1,00E-84 51%
iacF: Ferredoxina. Reductasa componente de vanillato-O-demetilasa
E109 Flavodoxina reductasa vanillato-O-demetilasa 212 9,00E-68 39%
SmR1 Flavodoxina reductasa 259 8,00E-85 45%

iacG: Flavin proteina de dominio reductasa, unido FMN
4-hidroxifenilacetato 3-monooxigenasa,

E109 115 1,00E-33  36%
reductasa
SmMR1 4-hidroxifenilacetato 3-m9nOOX|genasa, cadena 153 2.00E-47  49%
pequefia
iacR: Regulador transcripcional, familia MarR
Regulador transcripcional
E109 gulagor transeripeion 49 400E08  28%
Familia MarR
SmR1 Proteina reguladora transcripcional 40 2,00E-05 32%

iacH: Glu-tRNA amidotransferasa/amidasa
E109 Asp-tRNAAsn/Glu-tRNAGIn amidotransferasa 137 3,00E-37 32%

SmR1 Proteina de la familia amidasa 252 2,00E-80 52%

iacl: Proteina hipotética conservada

E109 Espermidina tipo A_BC/Slstema de transporte 97 0.7 36%
putrescina, permeasa

SmR1 Proteina hipotética conservada 114 4,00E-32 39%

En la Tabla 20 podemos observar que en el genoma de E109 se encuentran secuencias codificantes

similares a las del cluster iac de P. putida 1290 (Leveau y Gerards, 2008). La secuencia con mayor

Daniela S. Torres 196



Analisis genomico y funcional de los mecanismos de promocion del crecimiento en B. japonicum E109, la cepa mas
utilizada para la formulacion de inoculantes para soja en la Republica Argentina

similitud es la del gen iacA, que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa, y en el genoma de
E109 se encuentra anotada como una proteina de pigmento. Cuando a esta secuencia se le realizé un
andlisis del tipo Blast contra el genoma de B. diazoefficiens USDAL110, arrojé una alta similitud
para una acil-CoA deshidrogenasa (score=370; e-value=7e-126; %ID=52%) confirmando que se
trata de la misma proteina. En P. putida 1290, se sugiere que la enzima acil-CoA deshidrogenasa
seria una de las responsables en iniciar el proceso de degradacion de AlA en esta bacteria.

1V.3.2.2 Perfil protedmico del catabolismo de AIA en E109

Luego de la busqueda informética de proteinas homologas del cluster iac en B. japonicum E109
intentamos confirmar la presencia de estas proteinas en el sobrenadante de un cultivo de E109
inducido con AIA. El procedimiento se llevd a cabo en el Centro de Estudios Quimicos y

Bioldgicos por Espectrometria de Masa (Cequibiem) (http://www.qb.fcen.uba.ar/cequibiem/) donde

se realiza la identificacidn de proteinas por proteGmica cuantitativa en microorganismos que poseen
genomas secuenciados. El analisis se realizo a través del uso del software Proteome Discoverer(™,
En base a la informacion proporcionada y a los datos obtenidos del espectrdmetro de masa, el
programa desarrolla un informe donde indican las proteinas que fueron identificadas y los péptidos
que utilizd para esta identificacion. El programa asigna un nivel de confianza a estos péptidos
(alto/medio/bajo) y el usuario decide trabajar con los péptidos del nivel correspondiente.

El cultivo de E109 con AIA que fue analizado, desarrollo un fenotipo de colonias normales y sin
desarrollo de contaminantes. A las 24 horas luego de la induccion no se encontraron trazas de AIA
en el medio y el contenido de proteinas fue de 5 pg.mlt. De los resultados de protedmica se
obtuvieron planillas Excel que contienen la lista de hits (proteinas identificadas) reconocidas al
realizar la bisqueda contra las bases de datos Proteome Discoverer™. Al realizar la blsqueda
contra las secuencias del posible cluster iac de E109, se observan solamente tres hits (poco
confiables debido a que solo se identifican con un péptido de confianza media), con lo cual no se

podria confirmar la presencia de esas proteinas en la muestra.
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Tabla 21. Proteinas del cluster iac identificadas, con cobertura media, en el sobrenadante inducido
con AlA de B. japonicum E109

Descripcion de la enzima # #f’éptidos # MW
identificada Score  Cobertura  Proteinas unicos F’eptldOS #PSMs #AAs [kDa] calc.pl

Dolichol fosfato

manosiltransferasa 0 2.86 1 1 1 1 245 26.9 9.82

3-fenilpropionato
dioxigenasa subunidad 3 0 7.59 1 1 1 1 158 18.5 5.58
Regulador transcripcional

Familia MarR 0 3.80 1 1 1 1 184 20.7 9.86

Como se observa en la Tabla 21, las proteinas identificadas en el sobrenadante de E109
corresponden a aquellas codificadas por los genes iacB, iacD e iacR, respectivamente. No se
encontré la enzima codificada por el gen iacA, la cual seria la enzima con mayor similitud del
cluster iac presente en el genoma de E109. Si bien, segun la evaluacion del método la presencia de
estas proteinas no es confiable, determina una aproximacion a lo que estaria presente en el

sobrenadante de E109. Al relajar los filtros del programa de bisqueda se encontraron nuevos hits.

Tabla 22. Proteinas del clister iac identificadas, con cobertura baja, en el sobrenadante inducido
con AlA de B. japonicum E109

Descripcién de la
enzima identificada Score Cobertura  Proteinas  Péptidos Unicos  #Péptidos # PSMs # AAs MW [kDa] calc. pl

Dolichol fosfato

manosiltransferasa 0 2,86 1 1 1 1 245 26,9 9,82
3-fenilpropionato
dioxigenasa
subunidad 3 0 7,59 1 1 1 1 158 18,5 5,58
Acil-CoA
dehidrogenasa 0 2,07 1 1 1 1 387 42,3 6,55
Dehidrogenasa de
cadena corta 0 5,04 1 1 1 1 258 26,7 7,81
Acil-CoA
dehidrogenasa 0 4,25 1 1 1 1 353 37 5,82
FMN reductasa 0 7,14 1 1 1 1 182 19,2 6,52
Regulador
transcripcional
Familia MarR 0 3.80 1 1 1 1 184 20.7 9.86

Como se observa en la Tabla 22, podemos observar que algunas enzimas del cluster iac fueron
reconocidas en el sobrenadante del cultivo, estas son aquellas codificadas por los genes iacB, iacD,
iacA, iacE, iacG e iacR. Debido a que estos resultados son solo sugestivos, es probable que la
cantidad de muestra no haya sido suficiente para detectar las proteinas por lo que se decidié evaluar
el mismo procedimiento con mayores volimenes de cultivo, precipitando y luego digiriendo las
mismas para aumentar la concentracion de proteinas en la muestra. Este procedimiento se llevé a

cabo pero no arrojo datos relevantes a los presentados anteriormente.
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1VV.3.2.3 Evaluacion del catabolismo asimilativo de AIA en E109

Leveau y Lindow (2005) confirmaron en P. putida 1290 la capacidad de utilizar el AIA como Unica
fuente de C, N y energia debido a la presencia de un grupo de genes agrupados en un cluster
denominado iac. El alto valor nutritivo y la facil digestibilidad del compuesto inddlico, le permite
ser un potente selector para la presencia y expansion de poblaciones de P. putida 1290 en lugares
donde este compuesto esta presente. En el caso de B. japonicum E109, luego del analisis
bioinformético, encontramos que posee secuencias similares para varios de los genes que codifican
enzimas pertenecientes al cluster, por lo que nos preguntamos si esta bacteria seria capaz de usar el

AIlA para crecer.

Tabla 23. Valores de la produccion de biomasa (DOses) y el nimero de células (ufc.ml?) por B.
japonicum E109 en el medio EMA o EMA modificados por la adicion de AIA como fuente de
carbono. Las letras diferentes representan diferencias significativas por test de Tukey con un p
<0,05.

E109 DOsgs ufc.ml?
72h 96 h 72 h 96 h
EMA 0,562 1,546% 7,37x10® 2,33x10°

EMA modificado 0,04° 0,053° 6,12x10° 7,03x10°

Como se observa en la Tabla 23, E109 creci6 en el medio EMA con la formulacién original pero
no crecié en el medio EMA modificado por la adicion de AIA. Sin embargo, se observa que las
células inoculadas sobrevivieron en el medio. El pequefio aumento a nivel de la DOsgs entre las 72 y
96 horas podria deberse a un aumento en la cantidad de EPS producido, como se observo
previamente. A partir de estos resultados, hicimos nuevas modificaciones en el medio de cultivo,
relacionadas con el aumento de la concentracion de la fitohormona e incluso probamos la
utilizacion de un medio minimo solo con AIA como suplemento de carbono, pero se obtuvieron
resultados similares a los presentados en la tabla. Asi podemos decir que E109 no crece en medio
minimo suplementado con AIA como Unica fuente de C.

Con el hallazgo de las secuencias codificantes con similitud en el clister iac, enfocamos nuestro
interés de investigacion en probar si el gen iacA seria el responsable de la degradacion de AIA
como parte de un metabolismo degradativo pero no asimilativo de E109. El resultado negativo
sobre la asimilacion de AIA como fuente de carbono, hizo que nos replantearamos la hipotesis de

que lacA es la enzima encargada de la degradacion de AIA. Inicialmente evaluamos la posibilidad

Daniela S. Torres 199



Analisis genomico y funcional de los mecanismos de promocion del crecimiento en B. japonicum E109, la cepa mas

utilizada para la formulacion de inoculantes para soja en la Republica Argentina
de generar una mutacion en este gen, pero debido a los resultados obtenidos en nuestros
experimentos preliminares, encontramos que existia la mutacion en el mismo gen descripto en B.
diazoefficiens USDA110 en trabajos relacionados con la fijacion biologica de nitrogeno y no
relacionados con el metabolismo de auxinas, por lo que decidimos probarlo para testear
rdpidamente que ocurria cuando se adicionaba AIA a cultivos de un rizobio deficiente en la
biosintesis de la enzima simil a la codificada por el gen iacA de P. putida. A continuacién se
presentan los resultados de este ensayo.

1V.3.2.4 Evaluacion del catabolismo de AIA en la mutante B. diazoefficiens 8620 para el gen
ngrC (similar a iacA)

A continuacion, en la Figura 69 se presentan los resultados de la evaluacion del catabolismo de
AlA en cultivos de B. japonicum E109, B. diazoefficiens USDA110 sp4 (salvaje) y B. diazoefficiens
USDAU110 sp4 con una mutacion en el gen ngrC, la cual es similar al gen iacA, denominada 8620
(Nienaber et al. 2000).

Catabolismo de AIA

60

1 E109
£ USDALL0 sp4
Taf.z8 85 afa = 5
€ AR SERE |
g :
2
:_EE 204 a
O T T T
N \ ™
Tiempo (h)

Figura 69. Concentracion de AlA agregado exdgenamente (30 pug.ml?) en cultivos de B. japonicum
E109, B. diazoefficiens USDA110 sp4 y 8620 en funcion del tiempo (h). Las barras representan el
promedio y su SD (n=3). Las letras diferentes representan diferencias significativas por el test de
Tukey con un p <0,05.

Observando la Figura 69 podemos advertir que cuando se adiciona AlA al medio de cultivo, la

cepa 8620 (mutante en el gen ngrC, similar a iacA) puede degradar la fitohormona. No se
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observaron diferencias significativas en la degradacion, con respecto a la cepa salvaje USDA110
sp4 y a nuestra cepa en estudio, E109. Los resultados obtenidos en B. diazoefficiens USDA110 sp4
podrian dar indicios de que el gen nrgC no seria responsable del catabolismo de AlIA en esta cepa 0
de la especie B. japonicum. Estos resultados en conjunto, amplian nuestro desafio para encontrar
posibles enzimas candidatas responsables de la degradacion de la fitohormona en B. japonicum
E109.

1VV.3.3 Actividad de la enzima codificada por el gen iacC para el catabolismo de AIA en E109
1V.3.3.1 Andlisis in silico del genoma

De la informacion obtenida en el perfil protedmico en un cultivo de E109 y con la confirmacion de
gue la enzima lacA no esta involucrada en la degradacion de AIA, comenzamos a estudiar la
implicancia de las dioxigenasas. Encontramos que estas enzimas estadn relacionadas a la
degradacion de indol y que en B. phytofirmans esta enzima esta relacionada a la capacidad de
degradar AIA pero para asimilarlo como P. putida 1290. Esta enzima es la lacC del cluster de
Pseudomonas, por ello crearon una mutante deficiente para la codificacién del gen iacC y al evaluar
la degradacion de AlA, esta perdio6 la capacidad de poder hacerlo. Con estos resultados buscamos

en el genoma de E109 las dioxigenasas presentes.
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Tabla 24. Busqueda de enzimas dioxigenasas en el genoma de E109 mediante RAST

Subcategoria

Subsistema

Rol

Caracteristica

NAD y NADP Biosintesis del Triptéfano 2,3-dioxigenasa (EC 1.13.11.11) fig|375.26.peg.5627
cofactor NAD y
NADP global
Folato y pterinos Pterin Homogentisato 1,2-dioxigenasa (EC fig|375.26.peg.285
carbinolamina 1.13.11.5)
dehidratasa
Folato y pterinos Pterin Dioxigenasa de 4-hidroxifenilpiruvato (EC fig|375.26.peg.281,
carbinolamina 1.13.11.27) fig|375.26.peg. 1082
Varios - sin Dioxigenasas (EC  3-fenilpropionato dioxigenasa subunidad beta  fig|375.26.peg.6235
subcategoria 1.14.12.-) (EC1.14.1.-)
Varios - sin Dioxigenasas (EC  3-fenilpropionato dioxigenasa subunidad alfa ~ fig|375.26.peg.6236
subcategoria 1.14.12.-) (EC1.14.1.-)
Estrés oxidativo Glutaredoxinas Flavohemoproteina (proteina de tipo fig|375.26.peg.6107
hemoglobina) (Flavohemoglobina) (6xido
nitrico dioxigenasa) (EC 1.14.12.17)
Respuesta al estrés:  Flavohemoglobina Flavohemoproteina (proteina de tipo fig|375.26.peg.6107
sin subcategoria hemoglobina) (Flavohemoglobina) (6xido
nitrico dioxigenasa) (EC 1.14.12.17)
Respuesta al estrés: Hemoglobinas Flavohemoproteina (proteina de tipo fig|375.26.peg.6107
sin subcategoria bacterianas hemoglobina) (Flavohemoglobina) (6xido
nitrico dioxigenasa) (EC 1.14.12.17)
Vias periféricas para  Degradacion de Proteina relacionada con bifenil-2,3-diol 1,2- fig|375.26.peg.860
el catabolismo de bifenilo dioxigenasa Ill
compuestos
aromaticos
Vias periféricas para ~ Degradacion de Bifenil-2,3-diol 1,2-dioxigenasa (EC fig|375.26.peg.4493
el catabolismo de bifenilo 1.13.11.39)
compuestos
aromaticos
Metabolismo de Rama catecol de la Catecol 1,2-dioxigenasa (EC 1.13.11.1) fig|375.26.peg.940,
compuestos via beta- .
intermedios cetoadipato figi375.26.peg 6425,
aromaticos centrales fig|375.26.peg.6961
Metabolismo de Catabolismo de Gentisato 1,2-dioxigenasa (EC 1.13.11.4) fig|375.26.peg.107,
compuestos salicilato y .
intermedios gentisato fig375.26.peg.6227
aromaticos centrales
Metabolismo de Rama Protocatecuato 3,4-dioxigenasa cadena beta fig|375.26.peg.941,
compuestos protocat'echuato de (EC1.13.11.3) fig|375.26.peg.7513
intermedios la via beta-
aromaticos centrales ketoadipato
Metabolismo de Rama Protocatecuato 3,4-dioxigenasa cadena alfa fig|375.26.peg.942,
pompues?os protocat’echuato de (EC1.13.11.3) fig|375.26.p69.2077,
intermedios la via beta-
aromaticos centrales ketoadipato fig|375.26.peg.7512
Metabolismo de Viade Homogentisato 1,2-dioxigenasa (EC fig|375.26.peg.285
compuestos homogeneizacion 1.13.11.5)
intermedios de la degradacion

aromaticos centrales

de compuestos
aromaticos

Llevamos a cabo una busqueda bioinformética de dioxigenasas en el genoma de B. japonicum E109

con el objetivo de encontrar enzimas potencialmente relacionadas con la degradacion de AlA. De
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esta bdsqueda surgio que en E109 posee 15 dioxigenasas, donde algunas de ellas estan vinculadas
en la bibliografia relacionada a la degradacion de AIA o indol. La enzima triptéfano 2,3-
dioxigenasa fue indicada por Egebo et al. (1991) como la enzima capaz de catalizar la apertura del
anillo indol por consumo de la molécula de oxigeno y en la investigacion de Donati et al. (2013) fue
moderadamente inducida cuando se adicion6 1 mM de AIA a un cultivo de B. diazoefficiens
USDA110. La enzima gentisato 1,2-dioxigenasa esta involucrada en la degradacion de indol en
Alcaligenes sp. (Claus y Kutzner, 1983). La enzima catecol 1,2-dioxigenasa esté involucrada en la
via del catecol en Aspergillus niger para la degradacion de indol (Kamath y Vaidyanathan, 1990).
Qu et al. (2013) mostré que E. coli que expresan bifenil dioxigenasa y bifenil-2,3-dihidrodiol-2,3-
deshidrogenasa transforma de manera eficiente a indol indigo. Las enzimas 3-fenilpropionato
dioxigenasa subunidad alfa y beta, son lacC e lacD respectivamente, identificadas en el clister iac
de P. putida 1290 (Leveau y Gerards, 2008). La mutacion de iacC detuvo el catabolismo de AlA en
B. phytofirmans (Zlfiiga et al. 2013). Estas enzimas se encontraron en la busqueda informatica de
E109 pero también en el anélisis de protedmica del sobrenadante de E109, por lo que consideramos

gue eran un modelo interesante para verificar su rol en la degradacion de AlA.

1V.3.3.2 Construccién de la mutante B. japonicum E109 AiacC
Construimos la mutacion de la enzima lacC (3-fenilpropionato dioxigenasa subunidad alfa) (EC
1.14.1.-) mediante una delecion en el gen ubicado en la fig|375.26.peg.6236 del genoma de E109

con el objetivo de evaluar si la enzima lacC esta involucrada en la degradacion de AlA.
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Figura 70. Estrategia utilizada para la obtencion de la mutante de E109 AiacC
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Se obtuvieron cuatro clones y debido a que todos tuvieron un comportamiento similar entre si, se

seleccion6 solo uno de ellos.

IV.3.3.3 Biosintesis de AIA por E109 y la mutante E109 AiacC

Con la obtencidn de la mutante E109 AiacC, evaluamos si podiamos cuantificar AIA en el medio de
cultivo EMA con la adicion de L-Trp, utilizando como control la cepa salvaje de E109. Luego de
varios dias de mantener los cultivos en condiciones de crecimiento, no pudimos cuantificar AIA en
ninguno de los dos cultivos. Esto sugiere que podria existir més de una enzima involucrada en el

catabolismo de la fitohormona por lo que no se puede cuantificar en el medio de cultivo.

1VV.3.3.4 Evaluacion del catabolismo de AIA por E109 y la mutante E109 AiacC
Evaluamos la degradacién de AIA en E109 y la mutante E109 AiacC.

Catabolismo de AIA

60
1 E109

2 £ T € B8 E109 AiacC

N
o
|
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"
l:l

AlA (ug.mlt)
S

Q > ®
Tiempo (h)

Figura 71. Concentracion de AlA agregado exdgenamente (40 pug.ml?) en cultivos de B. japonicum
E109 y la mutante B. japonicum E109 AiacC en funcién del tiempo (h). Las barras representan el
promedio y su SD (n=3). Las letras diferentes representan diferencias significativas por el test de

Tukey con un p <0,05.

Como se observa en la Figura 71, el cultivo de E109 a las 24 h degrado la totalidad del contenido
de AIA adicionado exdgenamente mientras que el cultivo de la mutante E109 AiacC no fue capaz
de degradar el AlA. Con este resultado podemos concluir un modelo experimental, que ha estado

inconcluso desde la década del 90, la enzima lacC (3-fenilpropionato dioxigenasa subunidad alfa)
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(EC 1.14.1.-) es la enzima responsable de la degradacion de AlA tanto en B. japonicum E109 como
en B. diazoefficiens USDA110 (datos no mostrados).

En el caso de la cepa complementada E109 AiacC/pJN105 se confirmé la complementacion del
fenotipo por la degradacion de un 28% de AIA (10.96 pg.ml?) en las primeras 24 h posteriores a la
adicion de la hormona, un 72% luego de 48 h (28.4 pg.ml?) y cerca de un 90% (34,1 pg.ml?) luego
de 72 h, en comparacion con la mutante E109 AiacC en el que la concentracion de la hormona fue
inalterable a lo largo del experimento y en contrapartida con la cepa salvaje E109, en la que la
degradacion de AIA alcanz6 un 100% en las primeras 24 h. Estos resultados indicarian que la
enzima 3-fenilpropionato dioxigenasa subunidad o seria, al menos una, sino la mas importante

enzima responsable de la degradacion de AlA en esta bacteria.
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IV.4 DISCUSION

Para dilucidar el modelo de catabolismo de AIA en E109, buscamos enzimas potencialmente
relacionadas con la degradacion de este compuesto. Las peroxidasas se encuentran distribuidas en
diversos ambientes y estan involucradas en una amplia gama de procesos fisiol6gicos. Tienen como
funcion primaria catalizar la reduccion de H.O. mediante la adopcion de electrones a diversas
moléculas donantes, tales como compuestos fendlicos, precursores de lignina y entre ellas las
auxinas (Hiraga et al., 2001). De aqui el interés, por esta enzima en nuestro modelo de catabolismo
de AIA. En la bacteria Ensifer meliloti (ex-Sinorhizobium meliloti), una peroxidasa se expresa en la
interaccion con Medicago truncatula (Cook et al., 1995) y se cree que esta enzima podria controlar
el nivel de auxinas en las raices de plantas noduladas o en raices de manera general, ya que ciertas
peroxidasas oxidan auxinas y de esta manera controlan indirectamente la organogénesis de nédulos
a través de su catabolismo (Savitsky et al., 1999; Mathesius, 2001). También, se ha informado de la
existencia de otras enzimas con capacidad de metabolizar el AlA, tales como AlA oxidasas, o poli
fenol oxidasas de raices y nodulos que poseen algin papel en el metabolismo de AIA en la
simbiosis (Ghosh y Basu, 2006).

Previo a la construccion de la mutante para una peroxidasa en B. japonicum E109 se llevaron a cabo
varios experimentos para determinar la posible actividad de la enzima en el medio de cultivo o
sobrenadante del medio de cultivo de la bacteria o ensayos por la adicién exdgena de HRP o H;0; a
las mismas muestras. En estos experimentos no pudimos confirmar la actividad de una enzima del
tipo peroxidasa en las condiciones evaluadas. El agregado exdgeno de HRP o H,O,, no aumento la
velocidad de degradacion de AIA en cultivos de E109. La mutante de B. japonicum E109 Aperl2,
construida con una delecion en el gen que codifica para una peroxidasa presente en el genoma de
esta bacteria, se ensayd junto con la cepa salvaje a nivel de su capacidad de catabolizar el AIA en
concentraciones crecientes de la molécula (10 a 40 pg.ml?) y pudimos observar que no presentaba
diferencias significativas en la degradacion de la hormona respecto de la cepa salvaje. En base a
estos resultados podemos decir que esta enzima no estaria involucrada en el catabolismo de AlA en
B. japonicum E109.

Luego de descartar las enzimas peroxidasas como posibles enzimas involucradas en la degradacion
de AIA, llevamos a cabo un anélisis bioinformético del genoma de E109 para identificar enzimas
relacionadas con la degradacion de AlA. Esta blsqueda revel6 que E109 posee la mayoria de los
genes que componen el cluster iac de P. putida 1290 (Leveau y Gerards, 2008), pero no como un
claster sino distribuidos en todo el genoma, por lo que podemos decir que si bien E109 no tiene un
claster iac para la asimilacion de AIA como fuente de carbono y energia, posee algunos genes que

podrian expresar alguna actividad catabolica sobre el AIA. Los Unicos genes del cluster putativo
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gue se encuentran agrupados de manera independiente en el genoma son los genes iacC y iacD, que
codifican para una fenilpropionato dioxigenasa subunidades alfa y beta respectivamente, junto con
otros tres genes no vinculados con el cluster iac. De acuerdo a la bibliografia disponible hasta el
momento, la enzima expresada por el gen iacA seria la primera en iniciar la degradacion del AlA,
por lo que en una primera etapa de trabajo, centramos nuestra atencion en ella. De manera general,
podemos mencionar que nuestros experimentos alineados con esta propuesta experimental no
fueron reveladores ya que no se pudo comprobar la asimilacion de AIA por B. japonicum E109, la
protedmica no demostro la presencia de la enzima codificada por el gen simil a iacA en niveles
confiables en los sobrenadantes de cultivos puros y fundamentalmente, la mutacion en el gen ngrC
(gen similar a iacA) de B. diazoefficiens 8620 no detuvo la capacidad del microorganismo para
degradar el AIA. Estos resultados en su conjunto, indican que la asimilacion de AIA en B.
japonicum E109 no opera como un mecanismo activo por la presencia de los genes similares al
cluster iac de P. putida 1290 y que la enzima lacA no seria la responsable en iniciar la degradacion
de AIA en E109.

De acuerdo a reportes recientemente publicados por Zufiiga et al. (2013) nuestro segundo gen de
interés del cluster fue iacC, que codifica para la subunidad alfa de una fenilpropionato dioxigenasa,
porgque pareceria ser el responsable de la degradacién de AIA en B. phytofirmans. Nuestros
resultados de protedmica determinaron la presencia de esta proteina en el sobrenadante del medio
de cultivo. Con este resultado, mas los antecedentes en otras bacterias, llevamos a cabo la mutacion
en E109 deficiente para la enzima lacC. La evaluacion del catabolismo de AIA, mostré que la
mutante E109 AiacC no es capaz de catabolizar AIA mas alla de 96 horas de cultivo. Con este
resultado satisfactorio, encontramos que la enzima responsable del catabolismo de AIA tanto para
B. japonicum E109 como para B. diazoefficiens USDA110 es la enzima lacC. Esto nos lleva, en un
futuro, a investigar otros aspectos de la degradacion de esta hormona tales como los metabolitos
generados durante la degradacion, la explicacion fisiol6gica de porque lo realiza como asi también

la interaccion con la planta en las mutantes generadas.
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IV.5 CONCLUSIONES
En este capitulo, nos centramos en la blsqueda de genes involucrados en el catabolismo de AIA

como la generacion de mutantes y llegamos a las siguientes conclusiones:

1.
2.

Daniela S. Torres

La enzima peroxidasa no esté involucrada en la degradacion de AlA.

B. japonicum E109 posee secuencias homologas a las del cluster iac de P. putida
1290 aunque no agrupadas en forma de cluster, sino distribuidas en el genoma.

La enzima putativa codificada por el gen iacA no es la responsable de la
degradacion de AIA en E109, ya que la bacteria no es capaz de asimilar AIA como
fuente de C y la mutaciéon en un gen similar en B. diazoefficiens USDA110
(mutante denominada 8620) sigue presentando capacidad de degradar AlA.

Las enzimas putativas codificadas por los genes homologos de iacC vy iacD, la
fenilpropionato dioxigenasas subunidades alfa y beta, se encuentran formando un
clister independiente en el genoma de E109 y son las responsables de la
degradacion de AIA en E109.

La mutante AiacC complementada, restaurd su fenotipo y es capaz de degradar
AlA.
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CAPITULO V: Catabolismo de Indol por
B. japonicum E109
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V.1 INTRODUCCION

V.1.1 Catabolismo de Indol

El indol y sus derivados comprenden un grupo de compuestos aromaticos heterociclicos los cuales
estan ampliamente distribuidos en la naturaleza. El indol es uno de los principales productos de
degradacion del metabolismo del L-Trp microbiano, un aminoéacido presente en la mayoria de las
proteinas (Yokoyama y Carlson, 1974; Mohammed et al., 2003). Mas de 85 bacterias Gram
positivas y negativas son capaces de producir indol (Lee y Lee, 2010), pero un grupo mucho menor
es capaz de degradarlo.

V.1.2 Degradacion microbiana de Indol

La degradacidon de indol ocurre principalmente por dos mecanismos, uno es la mineralizacién donde
el compuesto es utilizado como fuente de carbono y energia, y el otro mecanismo es el co-
metabolismo del indol que involucra la transformacion bacteriana del indol en otros compuestos en
presencia de fuentes de carbono adicionales. Para la mineralizacién existen tres vias principales
propuestas y estas son la via del catecol, la via de gentisato y la via del antranilato. La via del
catecol fue estudiada en bacterias Gram negativas aisladas de agua potable. EI primer paso de esta
via es la hidroxilacion de indol a indoxil, el cual fue hidroxilado a 2,3-dihidroxyindol. La
degradacion procede via isatina, acido N-formilantranilico, acido antranilico, acido salicilico y
finalmente catecol (Sakamoto et al., 1953). La via del antranilato fue estudiada en cocos Gram
positivos que utilizan en indol como fuente de carbono y energia. Este se degrada por la via de 2,3-
dihidroxyindol, acido N-carboxyantranilico y acido antranilico (Fujioka y Wada, 1968). La via del
gentisato fue reportada en aislados de Alcaligenes sp. En esta via la degradacion de indol ocurre via

indoxil, isatina, acido antranilico y acido gentisico (Claus y Kutzner, 1983).
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Figura 72. Degradacion de Indol via catecol (a), via acido antranilico (b) y via &cido gentisico (c).

En el cometabolismo del indol los productos biotransformados pueden pertenecer a una 0 mas vias
de degradacién de indol. Fukuoka et al. (2015) estudid la transformacion de indol en Cupriavidus
sp. cepa KK10 y propuso mdltiples vias para la biotransformacion de indol basado en los
metabolitos identificados. Estas vias involucran la oxidacién de indol seguido del clivaje del anillo
N-heterociclico o el clivaje de anillo aromético heterociclico. Otra via de biotransformacién del
indol fue investigada en Arthrobacter sp. SPG. Inicialmente, el indol es transformado en AIA por la
via independiente del L-Trp. EI AIA es convertido en &cido indol-3-glicoxilico y este se convierte
en 4&cido indol-3-aldehido. El indol puede ser oxidado bioldgicamente a indoxil y luego ser
transformado a indigo, un pigmento de color azul denominado indigo. Muchos microorganismos
involucrados en la transformacion de indol a indigo han sido aislados y caracterizados (Allen et al.,
1997; Han et al., 2008), tales como P. putida PgG7 (Ensley et al., 1983) y P. putida mt-2 (Eaton y
Chapman, 1995). Varias enzimas, como las monooxigenasas, dioxigenasas y citocromo P450

fueron caracterizadas a nivel de la produccidn de indigo (Han et al., 2008).
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Figura 73. Degradacion de indol por biotransformacion via indol-3-aldehido (a) y via indigo (b).

V.1.3. Importancia del indol en la naturaleza y similitud funcional con el AIA

El indol es una molécula de sefializacién entre interespecies e interreino (Lee et al., 2007; Bansal et
al., 2009). Las bacterias Gram positivas y negativas producen una gran cantidad de indol
extracelular utilizando la enzima triptofanasa (Lee y Lee, 2010). Diferentes reportes cientificos
muestran que el indol juega un papel importante en el control de la virulencia, la resistencia a los
medicamentos, la formacién de biofilms de bacterias Gram negativas productoras de indol (Lee y
Lee 2010; Lee et al., 2010) y la formacion de esporas en bacterias Gram positivas productoras de
indol (Stamm et al., 2005). Las bacterias no productoras de indol, lo utilizan para mejorar la
tolerancia a los antibi6ticos para incrementar la formacién de biofilms (Kim et al., 2013) y la
reduccion de la virulencia de S. aureus (Lee et al., 2013) y C. albicans (Oh et al., 2012). Los
derivados de indol, tales como AIA y 3-indolilacetonitrilo juegan un papel importante clave en las
interacciones planta-microorganismo (Lee et al., 2011; Spaepen y Vanderleyden, 2011) y se
considera que guardan cierta similitud funcional con el primero desde el punto de vista de la
sefializaciéon. A. tumefaciens no es capaz de sintetizar indol pero puede degradarlo rapidamente a
través de un proceso catabolico similar a B. japonicum en presencia de AIA. A diferencia del
primero, la adicion de indol exdgeno inhibe el crecimiento A. tumefaciens y disminuye su
motilidad. También provoca un incremento en la formacion de biofilms y mejora su tolerancia a los
antibiéticos de manera general. El anlisis transcripcional mostré que el indol induce la expresion
de genes relacionados a la formacion de biofilms (celA, cheA, exoR, phoB, flgE, fliR y motA), genes
relacionados con el estrés (clpB, dnakK, gsp, gyrB, marR y soxR) y de flujo de eflujo (emrA, norM, y

Atu2551), lo que explicaria el aumento de la formacion de tales estructuras y la tolerancia a

Daniela S. Torres 213



Analisis genomico y funcional de los mecanismos de promocion del crecimiento en B. japonicum E109, la cepa mas

utilizada para la formulacion de inoculantes para soja en la Republica Argentina
compuestos biocidas. En contraste, el AlIA no afecta a la formacién de biofilms, la tolerancia a
antibioticos o la expresién de los genes en esta bacteria, pero como hemos mencionado
previamente, este mismo patron de expresion fue generado en B. diazoefficiens USDA110 en
presencia del AIA (Donati et al., 2013), lo que sugiere que el AlA en B. japonicum tendria un rol de
sefializacion similar al del indol en A. tumefaciens. Por otra parte, se ha reportado que en A.
baumannii la enzima lacA (correspondiente al clister iac) seria la responsable de la degradacion de
ambos compuestos (Lin et al. 2012).
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V.2 METODOLOGIA
V.2.1 Evaluacidn del catabolismo de Indol en cultivos de E109
El procedimiento utilizado para evaluar la degradacién de indol fue el mismo que el utilizado para
la evaluacion del catabolismo de AlA. Para ello, se obtuvo un cultivo de E109 en fase exponencial
y se dividio el cultivo en los siguientes tratamientos:

1. B. japonicum E109 con la adicién de 30 pg.ml* de indol

2. B. japonicum E109 con la adicién de 20 pg.ml* de indol

3. B. japonicum E109 con la adicién de 10 pg.ml* de indol

4. B. japonicum E109 con la adicién de 5 pg.ml™ de indol
Previo a este experimento se llevo a cabo la evaluacion de la produccion de indol en E109. Se
omitié un tratamiento control debido a que E109 no es capaz de producir este compuesto.
La solucién madre de indol se prepard con una concentracion de 1 mg.ml? y se esterilizd por
filtracion. Luego de la adicion de indol (induccién), se tomé una muestra, para determinar a tiempo
cero (To) la concentracion del compuesto. Los tubos se incubaron como se describioé y a diferentes
periodos de tiempo, se tomaron muestras para realizar la cuantificacion de la concentracion del

metabolito en el medio de cultivo, como se describira a continuacion.

V.2.2 Metodologia general para la cuantificacién de Indol por espectrofotometria

La cuantificacién de indol se hizo a través de una adaptacion del método de Mueller et al. (2009).
Brevemente, se tomaron 1000 pl del cultivo bacteriano del cultivo y se colocaron en un tubo
plastico (del tipo eppendorf) de 1,5 ml de capacidad. Se centrifugé a 10.000 rpm por 10 min y
opcionalmente se filtr6 (0.2 um). Se tomaron 500 pl del sobrenadante y se mezclaron con 500 pl
del reactivo de Ehrlich (alcohol etilico, p-dimetilaminobenzaldehido y é&cido clorhidrico
concentrado) agitando hasta homogenizar. Se incubé por 10 min y se midi6 la absorbancia en un
espectrofotometro a 571 nm. Con los datos de absorbancia se obtuvo un promedio de tres réplicas
de cada muestra (réplica experimental), tres réplicas del tratamiento (réplica bioldgica) y se hizo el
calculo de concentracion por el uso de la ecuacion obtenida de una curva patron generada con

soluciones entre 0-90 pg.ml™* de indol puro. La concentracion de indol se expreso en ug.ml™,

V.2.3 Evaluacion del catabolismo de Indol en sobrenadantes de E109
Durante los experimentos desarrollados del catabolismo de AlA, observamos que la actividad de
degradacion se encontraba en el sobrenadante de E109. Es este experimento evaluamos si la

degradacion de indol se encontraba en el sobrenadante.
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Utilizando el mismo procedimiento que en el punto anterior. A partir de un cultivo de E109, se
obtuvo el sobrenadante y se agregd solucion de indol estéril para generar las siguientes
concentraciones:

1. Sobrenadante de B. japonicum E109 con adicién de 30 pg.ml* de indol

2. Sobrenadante de B. japonicum E109 con adicién de 20 pg.mi* de indol

3. Sobrenadante de B. japonicum E109 con adicién de 10 pg.mi* de indol

4. Sobrenadante de B. japonicum E109 con adicién de 5 pg.ml* de indol
Los tubos se incubaron en agitacion a 30°C y se tomaron muestras periddicas para la cuantificacion
del indol (ug.ml™) hasta el final del experimento.

V.2.4 Catabolismo del indol en diferentes fases de crecimiento de E109

Este ensayo se realizd con el objetivo de observar si habia diferencias en la velocidad de
degradacion de indol en las diferentes fases de crecimiento. Para ello, B. japonicum E109 se cultivo
como se menciono hasta llegar a la fase exponencial (DOsg5=0,7) y estacionaria (DOsgs=1.2). Una
vez obtenidos los cultivos en la fase de crecimiento apropiada, se agregd 40 pg.ml* de indol a cada
uno de los tratamientos. Los tubos inducidos de ambos estadios de crecimiento se llevaron a
condiciones de agitacién a 180 rpm a 30°C, y se tomaron muestras periddicas cada 8 h hasta final

del experimento, donde se evalué en cada punto la concentracioén de indol (pg.ml™).

V.2.5 Catabolismo de Indol en concentraciones crecientes de indol
Evaluamos el catabolismo con concentraciones crecientes de indol para establecer si la bacteria
posee una saturacion. Para ello, se obtuvo un cultivo de E109 en fase estacionaria (DOsgs=1.119) y
se fracciond 5 ml de cultivo en tubos de boro silicato estériles 10 ml de capacidad (por triplicado),
segun los siguientes tratamientos:

1. E109 (Control)

2. E109 con la adicion de 0.25 mM de Indol

3. E109 con la adicion de 0.5 mM de Indol

4. E109 con la adicion de 1 mM de Indol

5. E109 con la adicion de 2 mM de Indol

6. E109 con la adicion de 5 mM de Indol
Inmediatamente luego de la induccion se tomé una muestra a la cual se cuantifico la concentracion
de indol considerada como muestra a tiempo cero (To) del experimento y luego se tomaron muestras
a las 8, 12 h y luego cada 24 h hasta el final del experimento. Los tubos se incubaron en estufa a

30°C en agitacién, como se describid.
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V.2.6 Evaluacion del catabolismo de indol en la mutante para el gen ngrC (similar a iacA) de
B. diazoefficiens 8620
B. diazoefficiens USDA110 spc4 (cepa salvaje) fue mutado en el gen nrgC (gen simil a iacA) y se
denominé B. diazoefficiens 8620 (Nienaber et al., 2000). Tanto B. diazoefficiens USDA110 spc4,
como 8620 se cultivaron en las mismas condiciones que B. japonicum E109, més el agregado de
100 pg.ml™* de espectinomicina y kanamicina. Una vez que las cepas llegaron a la fase exponencial,
se fraccionaron los cultivos en un total de 9 tubos de borosilicato estériles. Este modelo
experimental se evaluo por triplicado y para cada condicion experimental. Los tratamientos fueron:

1. B. japonicum E109 con 0.5 mM de indol

2. B. diazoefficiens USDA110 spc4 con 0.5 mM de indol

3. B. diazoefficiens 8620 con 0.5 mM de indol
Los tubos se incubaron a 180 rpm a 30°C, y se tomaron muestras cada 2 h hasta la finalizacion del

ensayo. En cada punto de muestreo se evalu6 la concentracion de indol, como se describid.

V.2.7 Evaluacion del catabolismo de indol por E109 y la mutante E109 AiacC
Tanto E109 como la mutante AiacC se cultivaron como se describid anteriormente. Los cultivos se
mantuvieron en agitacion hasta llegar a una DOsgs=0.8 correspondiente con una fase exponencial
temprana de crecimiento. Con una pipeta estéril se tomaran alicuotas de 5 ml de cultivo y se
colocaron de manera individual en tubos de borosilicato previamente esterilizados. Este modelo
experimental se realiz6 por triplicado para cada cepa y para cada condicién experimental. Luego de
un periodo de adaptacion de 15 min, se establecieron dos condiciones experimentales:

1. E109 con la adicion de 0.5 mM de indol

2. E109 AiacC con la adicion de 0.5 mM de indol
Como parametros de mayor interés fueron evaluados el crecimiento bacteriano como DOsgs (antes
de la induccion y al final de la incubacion) y la concentracion de indol (ug.ml™) en funcién del

tiempo. Para ello, se tomaron muestras del medio de cultivo cada 2 h.
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V.3 RESULTADOS

Durante la busqueda de enzimas relacionadas con la degradacion de AIA, encontramos que una de
las enzimas del clUster de P. putida 1290, lacA (acil-coA deshidrogenasa) seria responsable de
degradar indol en Acinetobacter baumannii (Lin et al., 2012). El mecanismo de degradacion de
indol en Agrobacterium tumefaciens (otra bacteria perteneciente al Orden Rhizobiales) como parte
de una ruta metabolica que posee grandes similitudes a la descripta para la degradacion de auxinas
(Lee et al., 2014). Considerando que el indol de manera particular ha tomado un inmenso rol
protagonico como molécula sefial en otros microorganismos del suelo, nos interesé abordar ciertos
aspectos de este modelo, ya que consideramos que al identificar el factor comun en la degradacion
de auxinas e indol, podremos establecer el rol de ambos compuestos en el proceso de sefializacion

rizosférica para B. japonicum.

V.3.1 Evaluacidn del catabolismo de Indol en cultivos de E109
Evaluamos la degradacién de indol en un cultivo de E109 con concentraciones crecientes del

metabolito adicionado de manera exdgena, para probar su comportamiento.

Catabolismo de Indol

30 Mg.ml'1 Indol
B4 20 ug.mrt Indol

B 10 pg.mr? Indol
E=2 5 ug.mi? Indol

Indol (ug. mIt)

Tiempo (h)

Figura 74. Concentracion de indol agregado exégenamente (5-30 pg.ml?) en cultivos de B.
japonicum E109 en funcion del tiempo (h). Las barras representan el promedio y su SD (n=3). Las

letras diferentes representan diferencias significativas por el test de Tukey con un p <0,05.

Como lo sugiere la Figura 74, podemos inferir que E109 es capaz de degradar diferentes

concentraciones de indol cuando se agrega al cultivo en fase exponencial de crecimiento. Dada la
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similitud en la degradacién con AIA, nos preguntamos si la enzima responsable de esta actividad
también estaria liberada en el sobrenadante del cultivo por lo que evaluamos la degradacion de

indol en el mismo.

V.3.2 Evaluacidn del catabolismo de Indol en sobrenadantes de E109

Como sabemos por resultados expuestos con antelacion, la enzima lacC es excretada al medio de
manera constitutiva y esto fue confirmado cuando se trabaj6 con sobrenadantes libres de células de
E109. Asi, de manera comparativa, evaluamos el comportamiento de la degradacion de indol en
sobrenadantes de cultivos de E1009.

Catabolismo de Indol

>0 30 pg.mf* Indol

40. B 20 ug.mi? Indol
- % 10 ug.ml'l1 Indol
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Figura 75. Concentracién de indol agregado exdégenamente (5-30 pug.ml?) en sobrenadantes de B.
japonicum E109 en funcién del tiempo (h). Las barras representan el promedio y su SD (n=3). Las

letras diferentes representan diferencias significativas por el test de Tukey con un p <0,05.

Como lo indica la Figura 75, en los sobrenadantes de E109 se puede observar la presencia de una
actividad catabdlica del compuesto inddlico a diferentes concentraciones de la molécula en el
medio; sin embargo a las 24 horas desde la induccion, todavia se identifican cantidades de indol, lo
que indica, que al igual que AIA, el compuesto que degrada el indol E109 es excretado al medio de

cultivo de manera constitutiva.
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V.3.3 Catabolismo del indol en diferentes fases de crecimiento de E109
Al igual que en el caso del AIA, se evalud la degradacion de indol en fases exponencial y
estacionaria de cultivo de E109. Los resultados se resumen en la Figura 76.
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Figura 76. Concentracion de indol agregado exdgenamente (40 pg.ml?) en cultivos de B.
japonicum E109 en fase exponencial y estacionaria, en funcion del tiempo (h). Las barras
representan el promedio y su SD (n=3). Las letras diferentes representan diferencias significativas

por el test de Tukey con un p <0,05.

Cuando evaluamos el catabolismo de indol en fase exponencial y estacionaria de crecimiento de
E109, no observamos diferencia en la velocidad de degradacion como en AlA donde la degradacion
fue mayor en fase estacionaria de crecimiento. En resumen, B. japonicum E109, aunque no es
productora de indol, es capaz de degradar esta molécula cuando se adiciona exdgenamente al medio
de cultivo, aunque la velocidad de degradacion del indol es diferente (mas lenta) a la de velocidad
de degradacion del AlA.

V.3.4 Catabolismo de Indol en concentraciones crecientes de indol

Evaluamos si la degradacion de indol tiene un posee un comportamiento de saturacion. Estos

resultados se resumen en la Figura 77.
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Figura 77. Concentracion de indol (ug.ml) en cultivos de B. japonicum E109 en funcién del
tiempo (h) con la adicion exdégena 0-5 mM de indol. Las barras representan el promedio y su SD
(n=3).

Como podemos observar en la Figura 77, un cultivo de E109 es capaz de degradar totalmente indol
hasta una concentracién final de 0.5 mM (aproximadamente 70 pg.ml* de la hormona) en 12 horas
posteriores a la induccion. A concentraciones mayores de la hormona, hay una degradacion parcial

y se observa una clara cinética de saturacion.

V.3.5 Evaluacién del catabolismo de indol en la mutante para el gen ngrC (similar a iacA) de
B. diazoefficiens 8620

Una de las hipdtesis en la que nos basamos para investigar la degradacion de indol en E109, es que
la enzima lacA en Acinetobacter baumannii seria responsable de degradar indol (Lin et al., 2012).

Por ello utilizamos la mutante de USDA110 con la mutacion en el gen similar a iacA.
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Figura 78. Concentracion de indol (ug.ml™) en cultivos de B. japonicum E109, B. diazoefficiens
USDA110 sp4 y la mutante B. diazoefficiens 8620 en funcion del tiempo (h) con la adicion exégena
0.5 mM de indol. Las barras representan el promedio y su SD (n=3). Las letras diferentes

representan diferencias significativas por el test de Tukey con un p <0,05.

En la Figura 78, podemos observar que E109 como la cepa salvaje de USDA110 y la mutante 8620
deficiente para la enzima lacA degradaron el indol agregado exdgenamente. Esto indica que en

E109, la enzima lacA no estaria involucrada en la degradacién de indol.
V.3.6 Evaluacion del catabolismo de indol por E109 y la mutante E109 AiacC

Debido a que la proteina codificada por el gen iacA no esta involucrada en la degradacién de AlA,

evaluamos la enzima lacC.
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Figura 79. Concentracion de indol (mM) en cultivos de B. japonicum E109 y la mutante B.
japonicum E109 AiacC en funcion del tiempo (h) con la adicion exdgena 0.5 mM de indol. Las
barras representan el promedio y su SD (n=3). Las letras diferentes representan diferencias

significativas por el test de Tukey con un p <0,05.

La evaluacidn del catabolismo de indol en la mutante E109 AiacC, mostr6 que es capaz de degradar
indol a una velocidad menor que la cepa salvaje pero lo continua degradando. Llevamos a cabo
otros experimentos con concentraciones menores de 0.5 mM de indol (esta es la concentracion
méaxima que puede catabolizar AIA, como observamos en experimentos anteriores), y se observa un
catabolismo total del contenido adicionado (datos no mostrados). Estos resultados indican que la

enzima lacC no esta involucrada en la degradacién de este compuesto.
Resumiendo, las enzimas codificadas por los genes iacA e iacC no son responsables de la

degradacion de indol en E109 mostrando que no comparte una via en comin con el catabolismo de

AlA.
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V.4 DISCUSION

Los microorganismos degradan indol por mineralizacién o co-metabolismo (biotransformacion). En
la mineralizacion, las bacterias utilizan el indol como fuente de carbono y energia, y lo degradan
por completo a través de una serie de reacciones quimicas. En el proceso de biotransformacion, el
indol se transforma en otros compuestos en presencia de una fuente de carbono adicional. Estos
productos biotransformados pueden ser mas o menos téxico que el indol y a veces se usan como
productos Utiles para la industria; por ejemplo, varias bacterias convierten indol a indigo, un
pigmento de valor industrial. Del mismo modo, Arthrobacter sp. SPG biotransforma el indol en
AlA, &cido indol-3-glioxilico, y indol-3-aldehido (Arora y Bae, 2014). Algunos microorganismos
adoptan mecanismos de desintoxicacion a través de la biotransformacion y la convierten en
compuestos menos tdxicos o no téxicos, por ejemplo, Cupriavidus sp. cepa KK10 transforma el
indol en productos menos toxicos 0 no toxicos a través del clivaje del anillo N-heterociclico o de
escision de anillo aromatico carbociclico (Fukuoka et al., 2015).

Lin et al. (2012) observaron que la enzima lacA podria degradar AlA e indol, por ello evaluamos la
capacidad de B. japonicum E109 para degradar este compuesto. No existen reportes sobre la
degradacion de indol en B. japonicum. En nuestra investigacion encontramos que E109 es capaz de
degradar indol de manera similar al AIA por lo que podria existir una conexién metabdlica de
ambas vias metabolicas. La degradacién ocurre en cultivos y sobrenadantes, hasta una
concentracion de 0.5 mM por lo que se considera constitutiva; sin embargo la velocidad con la que
se cataboliza el compuesto no se diferencia en ninguna de las fases de crecimiento de la bacteria, a
diferencia de lo que ocurre con la hormona, que se acumularia en fase estacionaria. La evaluacion
del catabolismo de indol con la mutacién en un gen similar a iacA de USDA110, mostrd que esta
enzima no esta involucrada en la degradacion de este compuesto. Hay reportes que indican que las
dioxigenasas, entre otras enzimas, serian las responsables de la degradacion de indol (Eaton y
Chapman, 1995; Qu et al., 2013). La busqueda en el genoma de E109 evidencié que E109 posee 15
dioxigenasas, y que algunas de ellas han sido reportadas en la degradacion de indol en otras
bacterias. La presencia de dioxigenasas en E109 fue confirmado por la degradacion de fenantreno
(dato no mostrado). Evaluamos el catabolismo de indol con la mutante AiacC de E109, pero al igual
que iacA, esta enzima tampoco esté relacionada a la degradacion de indol como si esté relacionada
al catabolismo de AlA. Estos resultados, abren la puerta a futuras investigaciones para encontrar
respuestas acerca de la ventaja fisiologica en E109 que le otorga la degradacion de indol, encontrar

la o las enzimas responsables de esta via y su ventaja o desventaja frente a su simbionte.

Daniela S. Torres 224



Analisis genomico y funcional de los mecanismos de promocion del crecimiento en B. japonicum E109, la cepa mas

utilizada para la formulacion de inoculantes para soja en la Republica Argentina

V.5 CONCLUSIONES
De este capitulo de Tesis, derivan las siguientes conclusiones:
1. B. japonicum E109 es capaz de catabolizar indol.
2. La degradacion ocurre tanto en cultivos como en sobrenadantes, por lo que
consideramos que es de caracter constitutivo.
3. Tiene una cinética de saturacion, ya que solo puede degradar hasta 0.5 mM de indol de
manera completa.
4. Las enzimas codificadas por los genes iacA e iacC no estan involucradas en la
degradacion de este compuesto, porque la mutacion de estos genes en E109 continud
degradando indol.
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CAPITULO VI: Analisis transcriptomico del
catabolismo de AIA por B. japonicum E109
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VI.1 INTRODUCCION

V1.1.1 Secuenciacion de ARN (RNA-Seq) y analisis transcriptémico

Las moléculas de ARN son componentes esenciales de todas las células vivas. En los organismos
celulares desempefia diversas funciones, ya que es la molécula que dirige las etapas intermedias de
la sintesis proteica; el ADN utiliza el ARN para transferir esta informacion vital durante la sintesis
de proteinas (produccién de las proteinas que necesita la célula para sus actividades y su desarrollo).
Comprender la identidad y la abundancia de cada molécula de ARN en una célula dada bajo una
condicion especifica es el objetivo final de la investigacion del ARN.

Las tecnologias de alto rendimiento que permiten la investigacion de las secuencias de ARN a gran
escala surgieron a principios de la década de los 90. Uno de los primeros métodos utilizados fue él
método EST, acrénimo del inglés Expressed Sequence Tag, y examina la expresion génica
mediante la secuenciacién parcial de clones complementarios de ADN (ADNCc), revelando tanto la
secuencia como la abundancia del ARN correspondiente (Adams et al., 1992); sin embargo, el alto
costo de secuenciacion y su caracter semicuantitativo limitaron su utilizacion extensiva. EI método
SAGE del acrénimo, Serial Analysis of Gene Expression, desarrollado por Velculescu et al. (1995)
redujo significativamente el costo del analisis de expresion, gracias a la secuenciacion de una region
corta de ADNc; sin embargo, este tipo de tecnologias fueron reemplazadas por la de microarrays
(Schena et al., 1995; Lockhart et al., 1996). El analisis de microarrays se basa en la hibridacién de
secuencias dianas marcadas fluorescentemente que se derivan de transcripciones a sondas que estan
unidas a una superficies sélidas mediante impresion o sintesis in situ. Sin embargo, el requisito del
método es la necesidad de poseer a priori la secuencia de los genomas o transcriptos de referencia
para el disefio de las sondas.

La secuenciacion de nueva generacion o NGS, del acronimo Next Generation Sequencing,
transformo rapidamente la investigacion con ARN. En tal sentido, la secuenciacion de ARN o
RNA-Seq es el método de eleccidn para estudiar la expresion génica e identificar nuevas especies
de RNA. En comparacion con los métodos basados en microarrays, la RNA-Seq ofrece menos ruido
de fondo y un mayor rango dindmico para la deteccion. La RNA-Seq revela directamente la
identidad de secuencia, crucial para el analisis de genes desconocidos y nuevas isoformas de
transcripcion. A la fecha, se han desarrollado varias tecnologias diferentes para RNA-Seq (Han et
al., 2015; Nookaew et al., 2012; Adiconis et al., 2013; Li et al., 2014; VVan Dijk et al., 2014).

La secuenciacion directa de moléculas de ARN es posible (Ozsolak et al., 2009), aunque la mayoria
de los experimentos de ARN-Seq se llevan a cabo utilizando equipos que secuencian moléculas de
ADN. La preparacion de la biblioteca de ADNc a partir de ARN es un paso requerido para RNA-
Seq. Cada ADNCc en una biblioteca para RNA-Seq y se compone de un inserto de ADNc flanqueado
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por secuencias adaptadoras, segin se requiera para la amplificacion y secuenciacién en una
plataforma especifica. EI método de preparacion de la biblioteca de ADNc varia dependiendo de la
especie de ARN bajo investigacion, que puede diferir en tamafio, secuencia, caracteristicas
estructurales y abundancia. Las consideraciones principales incluyen como obtener ARN de interés,
como convertir el ARN en ADNc y como colocar secuencias de adaptadores en los extremos de

ADNCc para amplificacion y secuenciacion (Hrdlickova et al., 2017).
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Figura 80. Protocolo de trabajo para el desarrollo de la metodologia de RNA seq. Los ARN se
convierten primero en una biblioteca de fragmentos de ADNCc a través de la fragmentacion del ARN
o la fragmentacion del ADN. Los adaptadores de secuenciacion se afiaden posteriormente a cada
fragmento de ADNc y se obtiene una secuencia corta de cada ADNc usando tecnologia de
secuenciacion de alto rendimiento. Las lecturas (o reads) de secuencia resultantes estan alineadas

con el genoma de referencia y se puede construir un patron de expresion.
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VI1.1.1.1 Construccién de la biblioteca de RNA-seq

El método ideal para transcriptomica seria identificar y cuantificar directamente todos los ARN de
la muestra. Los ARN pequefios o0 microARN (miRNA), ARNs que interaccionan con Piwi (piRNA)
y ARNSs de interferencia cortas (SiRNA) y otros, se pueden secuenciar después ligar el adaptador.
Los ARN mas grandes, se deben fragmentar en pedazos méas pequefios (200-500 pb) para ser
compatibles con la mayoria de las tecnologias de secuenciacién. Los métodos de fragmentacion
comunes incluyen la fragmentacion de ARN (hidroélisis o nebulizacion de ARN) y la fragmentacion
de ADNCc (tratamiento con DNasa | o sonicacion). La fragmentacion del ARN tiene poco sesgo
sobre el cuerpo de la transcripcion (Mortazavi et al., 2008), mientras que la fragmentacion del
ADNC suele estar fuertemente sesgada hacia la identificacion de secuencias a partir de los extremos
3' de las transcripciones y, proporciona informacion valiosa sobre la identidad precisa de estos

extremos (Nagalakshmi et al., 2008).

VI1.1.1.2 Bioinformética en RNA-seq

La RNA-Seq enfrenta varios desafios informaticos, tal como obtener un método eficiente para
almacenar, recuperar y procesar grandes cantidades de datos, y reducir los errores en el analisis de
imagenes y la calidad de los reads (Wang et al., 2009). Una vez que los reads de alta calidad han
sido obtenidos, la primera tarea a realizar es la de mapear los reads cortos de RNA sobre genoma de
referencia. Para ello existen varios programas tales como ELAND, SOAP (Li et al., 2008), MAQ
(Lietal., 2008) y RMAP (Smith et al., 2008).

V1.1.1.3 Nivel de transcripcion de RNA-seq

RNA-Seq es una metodologia cuantitativa y se puede utilizar para determinar los niveles de
expresion de ARN con mayor precision que la de microarrays. Es posible determinar la cantidad
absoluta de RNA en una poblacién celular y comparar directamente los resultados entre
experimentos. Los niveles de expresion génica se correlacionan estrechamente con controles
obtenidos por qPCR. Una ventaja particularmente poderosa de RNA-Seq es que puede capturar la
dindmica del transcriptoma en diferentes condiciones sin normalizacion sofisticada del conjunto de
datos (Wang et al., 2009).

VI1.1.2 Transcriptomica en el estudio de Bradyrhizobium
Con el aumento de la capacidad de secuenciacion a través de nuevas tecnologias de secuenciacion,
el enriquecimiento de ARNm y los microarrays, se ha vuelto méas sencillo en estos Ultimos afios

estudiar los transcriptomas de organismos procariéticos (Sorek y Cossart, 2010). La transcriptomica
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ha permitido el estudio de la interaccion de la simbiosis Bradyrhizobium-soja como asi también la
expresion génica de Bradyrhizobium en una condicion de interés. A modo de ejemplo, podemos
mencionar el analisis de transcriptoma de pelos de raiz de soja inoculados con B. diazoefficiens
USDA110 mediante tres tecnologias diferentes; hibridacion de microarrays, secuenciacion de
Illumina y gRT-PCR, revelaron la expresion diferencial de 1.973 genes de soja durante la infeccion
del pelo radical (Libault et al., 2010). La expresion diferencial de genes en la raiz de soja inoculada
con Bradyrhizobium, mediante RNA-Seq., se encontraron 280 y 316 transcriptos sobreexpresados y
reprimidos, respectivamente. Se detectaron 104, 182 y 178 genes asociados con componentes
celulares, funcion molecular y proceso bioldgico, respectivamente (Qingyuan et al., 2015). El
andlisis transcripcional en dos cepas de B. diazoefficiens, con capacidades diferentes para la
nodulacion, ante la presencia de exudados de raiz de soja demostr6 que hubo grandes diferencias en
los perfiles de expresion de genes relacionados con el sistema de dos componentes, quimiotaxis
bacteriana, proteinas de transporte ABC, metabolismo de AIA y aptitud metabdlica, lo que puede
explicar la mayor competitividad de nodulacién de B. diazoefficiens en la rizsfera (Liu et al.,
2017). En el andlisis transcripcional en B. diazoefficiens USDA110, mediante microarray, se
observd una expresién incrementada de los genes implicados en la traduccion, la motilidad y la
sintesis de la membrana celular en medio rico, mientras que en medio minimo la expresion aumenté
para los genes implicados en la biosintesis de vitaminas y las respuestas de estrés. El tratamiento
con NaCl activé genes inducibles por estrés, pero reprimid genes implicados en la quimiotaxis y la
motilidad. El sistema de secrecidn tipo I1l, se regul6 negativamente en los bacteroides (Chang et al.,
2007).

V1.1.3 Analisis transcriptomico del efecto de AIA sobre los microorganismos

El AIA es una fitohormona capaz de inducir, en procariotas y eucariotas, cambios en las
expresiones de genes y proteinas que conducen a diferentes alteraciones fisioldgicas. El tratamiento
con AlA en E. coli K-12, revel6 que 16 genes mostraron un nivel de expresion alterado. Estos genes
codifican para componentes de envoltura celular o proteinas implicadas en la adaptacién bacteriana
a condiciones ambientales desfavorables. Las células tratadas con AIA aumentaron la produccion
de trehalosa, lipopolisacarido (LPS), exopolisacarido (EPS) y biofilm. También hubo un incremento
en la tolerancia a varias condiciones de estrés (calor y frio, irradiacién UV, shock osmético, shock
acido y estrés oxidativo) y diferentes compuestos toxicos (antibidticos, detergentes y colorantes) y
esto se correlacion6 con niveles mas altos de las proteinas de choque térmico (Bianco et al., 2006b).
El perfil transcriptomico de Agrobacterium en respuesta al AIA determind la induccion de la

transcripcion de 115 genes, 51 genes reprimidos y 64 inducidos. Varios genes implicados en la
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sintesis de aminoéacidos y el metabolismo del carbono fueron regulados positivamente (Yuan et al.,
2008). Se evaluaron los efectos de 0.5 mM AIA, en el metabolismo central de S. meliloti 1021 y se
observé que la actividad de las enzimas clave del ciclo del &cido tricarboxilico (TCA), citrato
sintasa y la a-cetoglutarato deshidrogenasa, se incrementaron. También demostraron que el
contenido de acetil-CoA intracelular se incremento y la actividad de las enzimas clave, utilizando
acetil-CoA para la biosintesis de poli-p-hidroxibutirato (PHB), también se indujo. Sin embargo, los
resultados obtenidos indicaron que el tratamiento con AlA no afectd significativamente el nivel de
expresion de los genes del ciclo TCA y PHB (Imperlini et al., 2009). El andlisis transcripcional,
ante la exposicion con 1 mM de AIA, en A. brasilense Sp245 y una mutante Sp245 ipdC
(deficiente para la biosintesis de AIA) demostraron una regulacion positiva del sistema de secrecion
tipo VI (T6SS) en presencia de AIA. También se demostr6 que AIA es una molécula de
sefializacién en esta bacteria ya que cuando se adiciond AIA a un cultivo de esta bacteria, el
microorganismo cambid y se adapt6 a una condicién similar a la de la rizésfera, cambiando su perfil
de proteinas de transporte y de superficie celular (van Puyvelde et al., 2011). El anélisis de RNA-
seq de proxima generacion de S. meliloti salvaje 1021 y su mutante RD64, sobreproductora de acido
indol-3-acético, con 500 pmol.ml* de AIA mostré un mayor nimero de cambios en genes
implicados en el metabolismo, el procesamiento de informacién ambiental y el procesamiento de
informacidn genética (Defez et al., 2016). Estos ejemplos de andlisis transcriptomicos en presencia

de AIA, son de bacterias capaces de sintetizar esta hormona, pero no son capaces de degradarlo.

V1.1.3.1 Evaluacion transcriptomica del efecto de AIA en Bradyrhizobium sp.

B. diazoefficiens USDA110 es una rizobacteria capaz de degradar el AlA. En el afio 2013, se llevd a
cabo el perfil transcripcional de USDA110 en funcion a la exposicién con una solucién pura de
AlA. Un total de 1323 genes (619 sobreexpresados y 704 reprimidos) exhibieron expresion
diferencial en USDA110 en respuesta a una exposicion 1 mM de AlA durante 3 horas (Donati et al.,
2013). Los genes implicados en la biosintesis de aminoacidos, procesos celulares, funciones
relacionadas con acidos nucleicos, metabolismo energético, traduccion y proteinas de transporte y
unioén, se reprimieron; mientras que muchos genes asociados con funciones reguladoras y funciones
no definidas o hipotéticas, fueron regulados positivamente; las proteinas de shock térmico y de
shock frio, al menos cinco genes relacionados con la biosintesis de EPS, varios genes de respuesta
al estrés oxidativo (como proteinas de resistencia a hidroperoxido organico) varias proteinas de
replicacion, recombinacion y reparacion del ADN, fueron reguladas positivamente. La exposicion a
AlA para los genes de la simbiosis y la fijacion de nitrégeno involucraron tanto la induccién como

la represion. El gen nifH, que codifica para la enzima dinitrogenasa reductasa, y el gen nifA, que
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codifica una proteina reguladora nif-especifica, fueron inducidas. Los genes del operdn fixNOQP,
que codifican proteinas implicadas en el complejo de citocromo ¢ (cbb3) oxidasa de alta afinidad en
la cadena respiratoria, la proteina de unidn al clUster hierro-azufre y una proteina FixH fueron

reprimidos.

VI1.1.4 Importancia del andlisis transcriptémico en el catabolismo de AIA en E109

B. japonicum E109 ha demostrado que tiene la capacidad de degradar AlA, en todas las fases de
crecimiento y con una cinética de saturacion. Como parte de esta investigacion, hemos dilucidado
que la enzima responsable de esta actividad es la 3-fenilpropionato dioxigenasa subunidad alfa. Los
cultivos de E109 tratados exdégenamente con AlA son capaces de degradar la fitohormona y cuando
los mismos se utilizan para inocular semillas de soja, aumenta su asociacion simbidtica con la
bacteria e incrementa su crecimiento. Teniendo en cuenta estos resultados, Ilevamos a cabo el
andlisis transcriptémico de un cultivo de E109 tratado de manera exdgena con AlA para estudiar la
expresion de genes mas relevantes en este proceso metabdlico y comprender como estos impactan

en la capacidad de la bacteria para interaccionar con semillas de soja.
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VI.2 METODOLOGIA

Esta metodologia fue llevada a cabo en una Universidad Federal de Parana en Curitiba, Brasil, bajo
la direccion del Dr. Emanuel de Souza y la colaboracién de la Dra. Anelis Marin. Esto se pudo
realizar gracias a un programa de colaboracion cientifica entre Argentina y Brasil financiado por un
proyecto CNPg-CONICET Nivel II.

V1.2.1 Catabolismo de AIA en B. japonicum E109 para andlisis de transcriptomica
Se inoculé un frasco de vidrio de 250 ml de capacidad, conteniendo 100 ml de medio de cultivo
EMA (Vincent, 1970) con un pre-cultivo de B. japonicum E109. El cultivo se incub6 en estufa a
30°C y con una agitacién de 180 rpm. Una vez que el cultivo lleg6 a una DOsgs aproximadamente de
1.2, correspondiente a fase exponencial tardia, se tomaron alicuotas de 10 ml y se colocaron en
erlenmeyers estériles de 50 ml de capacidad. Este modelo experimental se realiz6 por quintuplicado
y para cada condicion experimental, que se detallan a continuacion:

1. Cultivo de E109 (control)

2. Cultivo de E109, con la adicién de 0.5 mM de AIA
En el tratamiento control se adicion6 un volumen de agua destilada estéril equivalente, como un
control de la dilucién. Como pardmetros de mayor interés fueron evaluados el crecimiento para la
determinacion de la DOsgs, el recuento de unidades formadoras de colonias (ufc.ml?) y se llevé a
cabo los controles de calidad relacionados con la pureza de los cultivos en agar EMA (Vincent,
1970) y agar TSA. La concentracion de AIA se midié cada 2 horas, desde la induccion, hasta las 8

horas donde se detuvo el experimento.

V1.2.2 Extraccion de ARN por el método de Trizol®

Cuando los cultivos mencionados en el item anterior, llegaron a las 8 horas post induccion, se
agregé en mismo volumen de una solucién llamada RNAlater® (TermoFisher), para detener
cualquier reaccién metabdlica que ocurra en el cultivo y para proteger el ARN. Cada tratamiento y
cada réplica, se colocaron en tubos conicos estériles y se centrifugaron a 10.000 rpm durante 10
min. El sobrenadante fue descartado y se transfirid el contenido en un tubo de 1,5 ml de capacidad.
Las células se resuspendieron en 300 ul de buffer TrissEDTA/SDS helado. Luego se adicion6 1 mi
del reactivo Trizol (Invitrogen ®) y se mezclé vigorosamente. La mezcla se calentd a 65°C durante
10 min. Se agregaron bolitas de zirconia y se centrifugé por 10 min a 13000 rpm, para romper las
células. Se incubaron los tubos a temperatura ambiente durante 2-3 min. Luego se transfirieron 600
ul de la fase acuosa (que contiene el ARN), en un nuevo tubo. En este nuevo recipiente, el ARN fue

precipitado con 500 ul de isopropanol y se incubo a temperatura ambiente por 10 min. Se centrifugd
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por 10 min a 13000 rpm y luego se removio el pellet donde se encontraba el ARN. Se lavo el pellet
con etanol al 75% y se mezcld sin vortex. Luego se centrifugd por 5 min a 13000 rpm y se descartd
el sobrenadante. Se seco el pellet y se resuspendié en 50 pl de agua ultrapura libre de ARNsas.
Finalmente, el ARN fue purificado y visualizado en un gel de agarosa al 1% (p/v). Fueron
realizadas extracciones de réplicas bioldgicas.

V1.2.3 Cuantificacion y evaluacion de la integridad del ARN

El ARN total extraido fue cuantificado por espectrofometria a 260nm utilizando el
espectrofotometro NanoDrop® 2000 (ThermoScientific). La validacion de la integridad del ARN
total extraido, se llevo a cabo por electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v), coloreadas con una
solucion de bromuro de etidio al 1% (p/v) y fueron visualizadas con luz ultravioleta en un

transiluminador UV.

V1.2.4 Tratamiento con la enzima DNasa

En las muestras obtenidas se llevo a cabo la inactivacion de las posibles DNasas presentes en las
muestras de ARN extraido. A cada réplica se adicioné DNasa Buffer y 2 ul de DNasa I (2U/ul). La
mezcla se incub6 a 37°C por 30 minutos. Luego se agreg6 solucion inactivante (ADNse
Inactivation Reagent), 20% del volumen, y las muestras fueron mantenidas a temperatura ambiente
por 2 min, tiempo en el que fue homogeneizada vigorosamente en dos ocasiones durante este
periodo. Después de la incubacion, la mezcla fue centrifugada, a 13.400 rpm por 60 segundos, para
precipitar la solucion inactivante. El sobrenadante conteniendo el ARN fue transferido en un tubo
eppendorf nuevo de 1.5 ml de capacidad. De la misma manera que las visualizaciones anteriores, un

gel de agarosa al 1% (p/v), libre de ARNsa, fue realizado para analizar la muestra.

V1.2.5 Deplecion de rRNA

El ARN total (4-10 pg aproximadamente) fue disuelto en 15 pl de agua, fue seguidamente
depletado el ARN ribosomal utilizando el kit MICROBExpress™ (Ambion®) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Una vez realizado este procedimiento se utilizo el equipo de Agilent
2100 Bioanalyzer para evaluar la integridad del ARN a través de la obtencién del nimero RIN
(RNA Integrity number).

V1.2.6 Construccién de las bibliotecas de ADNCc y secuenciacion
Para la construccion de las bibliotecas destinadas al secuenciamiento, 500 ng de ARN (depletado de

rRNA, en un maximo de 8 pl) se utiliz6 el método de preparacion por agotamiento de ARN

Daniela S. Torres 236



Analisis genomico y funcional de los mecanismos de promocion del crecimiento en B. japonicum E109, la cepa mas
utilizada para la formulacion de inoculantes para soja en la Republica Argentina
ribosémico para Proton RNA-seq. EI ARN fue fragmentado, se ligaron los adaptadores antes de la
amplificacion y se realizo la secuenciacion de proxima generacion. Las bibliotecas de ADNc se
evaluaron y se cuantificaron usando el chip de Agilent Bioanalyzer. Enseguida, estas bibliotecas se
amplificaron usando PCR en emulsion unidas a esferas de iones por lon Torrent OneTouch™ 2. Las
bibliotecas templadas por el kit v3 Ton PI™ template se secuenciaron en el sistema de lon Torrent
Proton™, mediante el kit v3 Ion PI™ sequencing chip V2 siguiendo los protocolos de life
technologies. La secuenciacion se realizd enjuagando los nucledtidos individualmente sobre la
superficie del chip que contiene la biblioteca. Las lecturas “reads” se producen mediante la

deteccion del cambio del pH de los nucle6tidos que se van incorporando (Merriman et al., 2012).

V1.2.7 Andlisis del Transcriptoma

Las secuencias obtenidas fueron inicialmente comparadas y mapeadas utilizando el programa
bioinforméatico CLC (Genomics Workbench 4.8, QIAGEN, Company Netherlands). Para el analisis
y normalizacién de las bibliotecas, las lecturas correspondientes a los genes de tRNA fueron
excluidas. La normalizacion de las lecturas fue realizada por el método de RPKM utilizando la
ecuacion que considera el tamafio de la biblioteca, el tamafio de los genes y el nimero de lecturas
por gen. Ademas, fue realizado un analisis para la expresion diferencial de los genes. Luego se llevd

a cabo el mapeamiento de los reads obtenidos, con el genoma completo de B. japonicum E109

disponible en NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP010313). El procesamiento de datos
y andlisis estadisticos de la expresion génica diferencial fueron realizados utilizando el software
CLC Genomics Workbench 6.5, DESeq (paquete R del proyecto de Bioconductor) y edgeR
(analisis de expresion diferencial de datos de expresion genética digital). Se consideraron regulados

aquellos genes que presentaron:

cobertura de los reads mayor a 3

log, Fold Change mayor a 2

p value menor o igual 0.05, para DESeq

p value menor o igual 0.05, para edgeR
Los valores expresados en RPKM (Reads Per Kilobase of exon model per Million mapped reads)

(Mortazavi et al., 2008) se calcularon con el software CLC Genomics Workbench 6.5.
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V1.3 RESULTADOS
V1.2.1 Catabolismo de AIA en B. japonicum E109 para andlisis de transcriptomica
Se evalud la degradacion de 0.5 mM AIA por E109. Esta concentracion se eligio debido a que es la
méaxima concentracion de AlIA que el microorganismo puede degradar.

Catabolismo AlA
0.6

= Control
0.5mM

Tiempo (h)

Figura 81. Concentracion de AIA en cultivos control de B. japonicum E109 y B. japonicum E109
con la adicion de 0.5 mM de AIA en funcién del tiempo (h). Las barras representan el promedio y
su SD (n=3). Las letras diferentes representan diferencias significativas por el test de Tukey con un
p <0,05.

En la gréafica se puede observar que en el tratamiento control no se detecté contenido de la
fitohormona, mientras que en el tratamiento con la adicién de 0.5 mM de AIA se observa una
degradacion del 50% del contenido a las 8 horas desde la induccion y a las 24 horas ya no se
encuentran rastros del compuesto. El experimento se detuvo a las 8 horas post induccion para la
extraccion de ARN, porque en ese momento habia AlA en el medio y el metabolismo de la bacteria

se encontraba activo degradando la fitohormona.

V1.3.2 Evaluacion de la integridad del ARN

Para el andlisis de transcriptomica del tratamiento control y el tratamiento con adicién exdgena de
AlA, se realizd la cuantificacion y evaluacion de la integridad del ARN obtenido de cada una de las
réplicas de los tratamientos. Como mencionamos previamente, la validacion de la integridad del

ARN total extraido, se llevo a cabo por electroforesis en gel de agarosa al 1%.
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Figura 82. Electroforesis en gel de agarosa al 1% donde se visualiza el ARN total de todas la
réplicas de ambos tratamientos; Tratamiento Control (C1, C2, C3, C4 y C5) y Tratamiento con 0.5
mM de AIA (AL, A2, A3, Ady A5).

En la figura se puede observar que el ARN extraido de cada una de las muestras se encontraba en
perfecta calidad para la secuenciacion del transcriptoma. Una vez chequeada la integridad de los

ARN se realizo los procedimientos mencionados en la metodologia.

V1.3.3 Anélisis transcriptomico del catabolismo de AIA por B. japonicum E109

B. japonicum E109 es capaz de degradar el AlA adicionado de manera exdgena en el medio de
cultivo en todas las fases de crecimiento, pero con mayor velocidad durante la fase exponencial.
Ademas, tiene una cinética de saturacién porque solo puede degradar hasta 0.5 mM de la
fitohormona. Este comportamiento es de caracter enzimatico, llevado a cabo por la 3-
fenilpropionato dioxigenasa o lacC. Con estos resultados, quisimos evaluar que es lo que sucedia en
el metabolismo de la bacteria mientras sucedia la degradacion de AIA. A continuacion se presentan
los resultados obtenidos.
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Figura 83. Numero de genes expresados diferencialmente durante el catabolismo de AIA en E1009.

El anélisis de los genes expresados diferencialmente, por CLC, Deseq y EdgeR, arrojaron que
durante el catabolismo de AIA en B. japonicum E109 se expresaron en total 242 genes, de los
cuales 126 genes se reprimieron y 116 genes se sobreexpresaron, de un total de 8621 genes. Para
analizar los genes que se expresaron diferencialmente, primero se identificaron con la herramienta
NCBI y luego de identificar cada gen, utilizamos KEGG genes
(https://www.genome.jp/kega/genes.html) para asociar una funcién bioldgica a cada gen (Kanehisa
etal.,, 2012).

V1.3.3.1 Genes expresados diferencialmente

En la Figura 84 podemos observar que las categorias con mayor cantidad de genes expresados
diferencialmente son: transportadores, vias metabdlicas, proteinas hipotéticas, enzimas, reguladores
transcripcionales y otras categorias. Las categorias de genes inducidos fueron los transportadores,
proteinas hipotéticas y enzimas. Por otro lado, los genes reprimidos afectaron todas las categorias
mencionadas previamente. Los genes expresados diferencialmente del transcriptoma del
catabolismo de AIA, muestran la expresion global del genoma de E109. El resultado de la
interseccion de los tres andlisis estadisticos (CLC, Deseq y EdgeR) no permitié conocer la
expresion diferencial de los genes que son de interés para nuestro estudio, por lo cual hemos
flexibilizado el andlisis del transcriptoma. Esta flexibilizacion se realiz6 teniendo en cuenta el fold
change >+2 y p<0.05 de los datos arrojados por el software CLC. Para algunos casos particulares,
con el fin de enriquecer la informacién del analisis se tomaron algunos genes con un fold change

>+]1 y un valor de p cercano. Con este nuevo analisis, las categorias de genes inducidos y
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reprimidos fueron similares al andlisis anterior pero con mayor nimero de genes en cada via. A
continuacion, se mostrara el analisis de cllsters con genes seleccionados de forma separada tanto

para la expresion negativa (represion) como positiva (induccion).

Genes expresados diferencialmente
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Figura 84. Genes expresados diferencialmente, clasificados segln las vias metabdlicas de KEGG,

durante el catabolismo de AlA por B. japonicum E109.

V1.3.3.2 Metabolismo de Nitrégeno

La fijacién bioldgica de nitrogeno es uno de los mecanismos mas estudiado en rizobacterias y
particularmente en B. japonicum. Por esta razon, analizamos como la adicion exdgena de AlA en el
medio de cultivo podria afectar los genes de este cluster, con principal interés a nivel de la fijacion
biolégica. En las siguiente figura se observan los genes sobreexpresados y reprimidos en el

metabolismo de nitrégeno durante el proceso de degradacién de AlA.
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Figura 85. Genes sobreexpresados en el metabolismo de nitrégeno, durante el catabolismo de AIA
por B. japonicum E109.

En la Figura 85 se puede observar cuatro genes sobreexpresados del metabolismo del nitrogeno: el
gen RN69_33760 (transportador de nitrato/nitrito) que se expresé 72% respecto a su control, el gen
RN69 33765 que codifica para la proteina de unién a ATP sistema de transporte de nitrato/nitrito
gue se indujo su expresién un 71%. Estos genes estan involucrados en la conversion y transporte de
nitrato a nitrito, para la posterior conversion a amonio. El gen RN69 33745 (nitrato reductasa) que
se expreso un 60%, el gen RN69_33745 (subunidad catalitica de nitrato reductasa asimiladora [EC:
1.7.99.-] o nitrato reductasa) con una expresion diferencial del 60%. Ademas, se expreso
diferencialmente el gen RN69_07270 (2-nitropropano dioxigenasa) pero no fue incluido en la figura

debido a que solo se expres6 un 9% mas respecto a su control (RPKM=1.19).
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Figura 86. Genes reprimidos en el metabolismo de nitrégeno, segin KEGG, durante el catabolismo
de AIA por B. japonicum E109.

En cuanto a los genes reprimidos, solo hubo 2 genes: RN69 11365 (Nitrito reductasa) y

RN69_05355 (Glutamina Sintetasa [EC: 6.3.1.2]) que convierte amonio en glutamina. La expresion

de los genes se vio reducida en un 40% aproximadamente del control.
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Figura 87. Genes sobreexpresados de la fijacién de nitrégeno, durante el catabolismo de AIA por

B. japonicum E109.

Del cluster de la fijacion biol6gica de nitrégeno se indujeron positivamente doce genes:
RN69 05315 (Autoinductor de la sintasa), RN69 37945 (fixR), RN69 34010 (fixO), RN69 34000
(fixP), RN69 33995 (fixG), RN69 33990 (fixH), RN69_32210 (cycH), RN69_ 42000 (sipS),
RN69_37940 (nifA), RN69_ 37935 (fixA), RN69 34460 (Regulador de respuesta de dos
componentes VirG) y RN69 32205 (cycJ). Podemos resaltar que los genes con mayor expresion

positiva fueron fixQO y fixP con 57% y 56% de valores porcentuales respecto al control.

Un solo gen se encontrd reprimido, con un valor porcentual 3.6 % menor respecto del control y es el
gen RN69_34015 que codifica para fixN.
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V1.3.3.3 Simbiosis

En la siguiente figura se van a mostrar algunos genes del clister relacionado con la simbiosis
expresados diferencialmente.
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Figura 88. Genes de la simbiosis sobreexpresados durante el catabolismo de AIA por E109.

Ademas de la expresion de genes de la fijacion bioldgica de nitrégeno, también se indujeron
positivamente tres genes relacionados con la simbiosis. Estos genes son: RN69_39365 (Proteina de
nodulacion W), RN69 37810 (Proteina C de la eficacia en la formacion de nédulos) y RN69 23080
(Proteina D de eficiencia de nodulacion D). La expresién porcentual de estos genes fue 33, 50 y

30% mas en referencia a la expresion del tratamiento control sin AlA.

V1.3.3.4 Quimiotaxis y movilidad

En la siguiente figura se observan los genes inducidos en la quimiotaxis en B. japonicum E1009.
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Figura 89. Genes de la quimiotaxis sobreexpresados durante el catabolismo de AIA por E1009.

En la Figura 89, se observan los genes expresados positivamente que codifican para las siguientes
proteinas; RN69_10715 (MCP), RN69_01680 (CheW), RN69 36365 (CheA) y RN69_01660
(CheY) con una expresién de 11%, 30%, 23% y 27% respectivamente.

Un solo gen de la quimiotaxis tuvo una induccion negativa, es decir se reprimi6 cuando se adicion6

AlA al medio, el gen RN69 36335 que codifica para la proteina CheB (proteina-glutamato
metilesterasa/glutaminasa [EC: 3.1.1.61/3.5.1.44]) con un expresion menor de 6.5%.
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Figura 90. Genes de la movilidad sobreexpresados durante el catabolismo de AIA por E109.

En relacion a la movilidad bacteriana, se indujeron 11 genes. Estos son RN69 12335 (FliC),
RN69 12390 (FlgL), RN69 18695 (FIgK), RN69 12320 (FlgH), RN69 18890 (FlgC),
RN69 11755 (FliF), RN69 12260 (FliM), RN69 11740 (FIiN/FliY), RN69 18910 (FIhB),
RN69 18875 (FIliP) y RN69 12420 (FIiR). A modo de ejemplo, podemos notar que la proteina FIiR
se indujo 74% mas respecto al control sin AlA. Por otra parte, no se reprimi6 ningun gen vinculado

a la movilidad.
V1.3.3.5 Transporte y Sistema de Secrecion

A continuacién, se muestran los genes inducidos positiva y negativamente pertenecientes a los

sistemas de secrecion tipo I, 11 y IV.
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Figura 91. Genes del sistema de secrecidn tipo Il sobreexpresados durante el catabolismo de AIA
por E109.

Los resultados obtenidos permitieron resaltar la induccién de la expresién de los genes
RN69 17835 (proteina D), RN69 17845 (proteina F), RN69 17850 (proteina G), RN69_ 17855
(proteina H), RN69 17860 (proteina 1), RN69 17865 (proteina J), RN69 17870 (proteina K),
RN69 17875 (proteina L), RN69 17880 (proteina M), RN69 17840 (proteina E), RN69_ 21205
(pre-proteina SecE), RN69_ 23900 (pre-proteina SecG), RN69 21390 (pre-proteina SecY),
RN69 24290 (pre-proteina YajC), RN69_05980 (proteina de membrana de la familia YidC/Oxal).
RN69 01025 (pre-proteina SecA), RN69 02145 (receptor de particulas de reconocimiento de sefial
fusionada), RN69_02990 (pre-proteina SecB) y RN69 02185 (subunidad SRP54). Se apreci6 la

induccion de la expresion de los genes que codifican para la proteina H, pre-proteina SecE, pre-
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proteina SecG y pre-proteina SecA con una expresion de 48%, 45%, 49% y 45% respectivamente

en referencia al control.

Sistema de secrecion |1 y VI-Genes Inducidos
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Figura 92. Genes de los sistemas de secrecidn tipo | y VI sobreexpresados durante el catabolismo
de AlA por E109.

En esta figura se observan los genes del sistema de secrecion tipo | y VI. En el caso del T1SS se
sobreexpresaron dos genes: RN69_25685 (Proteina de canal TolC) con una expresion del 40% mas
respecto del control y el gen RN69_27620 (hemolisina D). Si bien la expresion de este Gltimo gen
es baja, la induccion corresponde a un 80% mas del control. De T6SS se observo la expresion de 4
genes que codifican para las proteinas VgrG, Hcp, ImpK e ImpL con una expresion de 36, 33, 63 y

24% respectivamente.

En la siguiente figura se observan los genes reprimidos de los tres sistemas de secrecion.
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Figura 93. Genes de los sistemas de secrecion tipo I, 11 y VI reprimidos durante el catabolismo de
AlA por B. japonicum E109.

Del T1SS se reprimi6 el gen RN69_27625 (Cassette de unién a ATP bacterial HlyB/CyaB) con una
expresion 47% menos del control. Del T2SS se reprimieron los genes que codifican para las
proteinas F, G, I, J y K donde se destaca la expresion del gen RN69 17860 (proteina I) que se
reprimié un 51% respecto al control. Finalmente, del T6SS se indujo negativamente el gen

RN69 16275 que codifica para la proteina VasG con valor de represion de 15%.

V1.3.3.6 Biosintesis de AIA
Uno de los mecanismos estudiados en esta tesis, fue la produccion de fitohormonas, especialmente
referidas a AIA. A continuacion se muestran los genes afectados durante el catabolismo de AIA

para la biosintesis de AlA.
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Figura 94. Genes de la biosintesis de AIA reprimidos durante el catabolismo de AIA por B.

japonicum E109.

En la Figura 94 observamos que se reprimieron 3 de los 5 genes que tiene E109 para la biosintesis
de AIA; el gen RN69_01010 que codifica para la amidasa [EC: 3.5.1.4], RN69_02490 que codifica
para la monoaminooxidasa [EC: 1.4.3.4] y el RN69 29485 que codifica para una aldehido
deshidrogenasa (NAD") [EC: 1.2.1.3]. Los valores de induccion negativa fueron 21, 20 y 73%

respectivamente.
V1.3.3.7 Genes involucrados en la respuesta bacteriana a estrés

V1.3.3.7.1 Biosintesis de EPS
A continuacién, se muestran los genes sobreexpresados de la biosintesis de exopolisacaridos.
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Figura 95. Genes de la biosintesis de EPS sobreexpresados durante el catabolismo de AIA por B.

japonicum E109.

De la biosintesis de EPS se han inducido diferencialmente cinco genes, estos son: RN69_ 40315

(UTP-glucosa-1-fosfato uridiltransferasa),

RN69 36275 (glucosil

transferasa), RN69 34070

(glucosil transferasa), RN69 08460 (UDP-glucosa-4-epimerasa) y RN69 18470 (GDP-manosa-

dependiente alfa-manosiltransferasa) con una expresion de 75, 72, 77, 55 y 53% respectivamente

del control sin AlA.

V1.3.3.7.2 Respuesta bacteriana a estrés térmico

En las siguientes figuras se observan los genes inducidos vinculados al estrés por frio y calor.
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Figura 96. Genes relacionados a la respuesta bacteriana a estrés por calor y frio sobreexpresados
durante el catabolismo de AlA por B. japonicum E109.

En la Figura 96 se observa la sobreexpresion de seis genes, tres genes que codifican para shock
térmico (RN69 03555, RN69 35815 y groEL), dos chaperonas moleculares (RN69 09975 vy
RN69 _09960) y un gen que codifica para una proteina de shock frio (RN69 42860). EIl gen con
mayor induccién fue el gen groEL que codifica para la proteina de shock térmico de la familia D

con un valor porcentual de 85%.
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Figura 97. Genes relacionados con la respuesta bacteriana al estrés por calor y frio reprimidos

durante el catabolismo de AIA por B. japonicum E1009.

Se indujeron negativamente tres genes, dos que codifican para proteinas al shock térmico
(RN69 09980 y RN69_099850 y una al shock frio (RN69_06955) con una expresion menor 32, 2y

32% respectivamente a cada gen del control sin la hormona.

V1.3.3.7.3 Estrés oxidativo

Se encontr6 que la adicion de AIA al medio de cultivo indujo no solo la expresion de genes
vinculados al estrés como la biosintesis de EPS, chaperonas, proteinas de shock térmico y frio sino
también un gen vinculado al estrés oxidativo. Se sobreexpres6 el gen RN69_30095 que codifica
para la proteina de resistencia a hidroperdxido organico con un valor RPKM de 0.92 expresando un

73% mas del tratamiento control.
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V1.4 DISCUSION

La secuenciacion del genoma de B. japonicum E109 nos permitié estudiar molecularmente los
mecanismos PGPR con los que esta rizobacteria promueve el crecimiento de las leguminosas.
Ademas, de la ampliamente estudiada FBN, encontramos que E109 tiene genes que codifican para
la sintesis del AIA; sin embargo, observamos que E109 no es capaz de acumular concentraciones
cuantificables de este compuesto en medio de cultivo. Este comportamiento, nos llevd a investigar
otros procesos del metabolismo de auxinas y hallamos que E109 es capaz de degradar AlA. Esta
degradacion ocurre rapidamente debido a que la enzima responsable de la degradacion es
constitutiva y se produce de manera previa a la adicion de la hormona en el medio de cultivo. Luego
de realizar un analisis in silico (bioinformatico), asi como como de numerosos ensayos in vitro e in
vivo (bioguimicos y moleculares), confirmamos que la enzima responsable de la degradacion de
AlA en B. japonicum E109 es una del tipo 3-fenilpropionato dioxigenasa, codificada por los genes
iacCy iacD.

Uno de los objetivos de esta tesis, fue estudiar el efecto génico global inducido por el catabolismo
de AIA en cultivos de E109, mediante el andlisis transcriptémico. Este analisis se llevd a cabo con
una concentracion de 0.5 mM debido a que esa es la concentracion maxima que E109 puede
degradar en condiciones estandar de cultivo. Existen estudios de RNA-seq con valores de 0.5 mM
de AIA en E. coli (Bianco et al., 2006a; Bianco et al., 2006b) y en S. meliloti (Imperlini et al.,
2009); sin embargo ninguna de estas bacterias es capaz de degradar AIA. El estudio de
transcriptomica llevado a cabo por Donati et al. (2013) en B. diazoefficiens USDA110, la cual
puede degradar AlA, fue realizado con una concentracion de 1 mM de la hormona adicionado de
manera exdgena al cultivo.

La adicion de 0.5 mM de AIA y la posterior degradacion en cultivos por parte de E109, indujo la
expresion diferencial de 242 genes de 8621 genes (afectando aproximadamente 2.81% genes del
genoma completo), de los cuales 116 genes fueron inducidos (representando 47.93%); mientras que
126 genes se reprimieron (52.07%). Mediante la plataforma KEGG (Kanehisa et al., 2012) pudimos
identificar cada uno de los genes inducidos y reprimidos en nuestra cepa de interés, ademas de
agruparlos de acuerdo al cluster metabolico correspondiente. El catabolismo de AIA en B.
japonicum E109 afecto la expresion de genes involucrados en transportadores, vias metabolicas,
metabolismo microbiano en diversos ambientes, quorum sensing, metabolismo de nitrégeno, vias de
degradacion de compuestos del tipo xenobidticos (aminobenzoato, estireno, acidos grasos,
benzoato, entre otros), metabolismo de aminoéacidos (metabolismo de arginina y prolina,
metabolismo de fenilalanina, metabolismo de tript6fano, metabolismo de glicina, serina y treonina,

metabolismo de histidina y metabolismo de alanina, aspartato y glutamato), biosintesis de
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aminodacidos (biosintesis de valina, leucina e isoleucina y biosintesis de arginina), degradacion de
aminoécidos (degradacion de valina, leucina e isoleucina y degradacion de leucina), traduccion,
sistema regulatorio por dos componentes, péptido sefial, proteinas de membrana, reguladores
transcripcionales, vias de biosintesis (biosintesis de lipopolisacaridos, biosintesis de acidos grados,
y biosintesis de folato), metabolismo de sulfuro, resistencia a vancomicina, quimiotaxis y otros
metabolismos (como metabolismo de carbono, metabolismo de rivoflavina, metabolismo de
pirimidina, metabolismo de acidos grasos, entre otros). Cabe destacar que el 25% aproximadamente
del total de los genes inducidos corresponden a proteinas con funciones desconocidas. En E109 la
degradacion de AlA afecto de manera global el metabolismo de la bacteria.

Para enriquecer los resultados y la discusion de este estudio de transcriptomica durante el
catabolismo de AIA en E109, decidimos flexibilizar el analisis para ver como la degradacion de
AlA afectdé a los clusters mas importantes del crecimiento bacteriano y los mecanismos de
promocién del crecimiento vegetal. La FBN es el mecanismo ampliamente estudiado, y el ejemplo
mas estudiado lo constituyen las plantas de la familia de las leguminosas que interactdan con los
rizobios (Angelini et al., 2011). Las etapas previas a la simbiosis han sido bien caracterizadas y
consisten en la adhesion de los rizobios a la superficie de las raices, el reconocimiento que ocurre
entre la bacteria y la planta simbidtica, la invasion de la raiz, la organogénesis del nédulo y la
diferenciacion de las bacterias a bacteroides y la fijacion de nitrégeno. En relacion al metabolismo
de nitrégeno se sobreexpresaron y reprimieron genes. Entre los genes sobreexpresados tenemos
RNG69 33760 (Nrt), RN69 33765 (NrtABCD), ambos transportadores de nitrato/nitrito,
RN69 33745 y RN69 33745 (nitrato reductasa) que cataliza la conversion de nitrato a nitrito y
RN69_07270 (nitrato monooxigenasa [EC: 1.13.12.16]). Entre los genes reprimidos tenemos
RN69_11365 (nitrito reductasa) que convierte nitrito a 6xido nitrico y RN69_05355 (glutamina
sintetasa [EC: 6.3.1.2]) que codifica para la enzima que cataliza la conversién de amonio en L-
glutamina. De los genes de la FBN se vieron inducidos algunos de los genes del operdn fixNOQP
(fixO y fixP), el gen que codifica para la proteina FixA (RN69_37935), también el gen que codifica
para una NifA (RN69_37940) y miembros del operén fixGHIS (RN69_33990 que codifica para la
proteinas FixH y RN69_33995 que codifica para FixG. Solo se vio reprimido el gen fixN. En cuanto
a los genes de la simbiosis, como observamos en los resultados, se expresaron tres genes vinculados
con la nodulacion (RN69_39365) y proteinas de la eficacia y eficiencia en la formacion de noédulos
(RN69_37810 y RN69_23080). Esto estaria de acuerdo con los experimentos llevados a cabo con
cultivos de E109 tratados de manera exdgena con AlA previo a su inoculacion en semillas de soja,
ya que se observo un incremento de todos los pardmetros de crecimiento. En el trabajo publicado
por Donati et al. (2013) el tratamiento de USDA110 con adicion exdgena de 1 mM de AIA indujo
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la expresion de nifH y nifA; mientras que reprimid la expresion de genes del operén fixGHIS y
fixXNOQP y el pretramiento de cultivo de la bacteria en las plantulas de soja no indujo los
parametros de crecimiento vegetal, ni la capacidad de nodulacién ni la eficiencia.
Otros clusters estudiados fueron los de quimiotaxis y movilidad. El quimiotaxismo es un tipo de
fenémeno en el cual las bacterias dirigen sus movimientos de acuerdo con la concentracion de
ciertas sustancias quimicas en su medio ambiente. Ademas, permite que las bacterias encuentren
alimento, nadando hacia la mayor concentracién de moléculas alimentarias. En E109, el andlisis
transcriptomico, reveld la induccién de cuatro genes vinculados a la quimiotaxis responsables de la
sintesis de las proteinas MCP, CheW, CheA y CheY y once genes vinculados a la movilidad, FliC,
FlgL, FIgK, FlgH, FIgC, FliF, FliM, FIiN/FliY, FIhB, FliP y FliR. Un solo gen relacionado con la
guimiotaxis se vio reprimido, RN69 36335, que codifica para una proteina CheB. Estos resultados
indican que ante la adicion de AlA al medio de cultivo, la bacteria expresa genes vinculados con la
guimiotaxis y a la movilidad. En otros trabajos, USDA110 y A. brasilense Sp245 (van Puyvelde et
al., 2011; Donati et al., 2013) disminuyeron la expresion de los genes de flagelos y quimiotaxis
frente a la exposicion a AlA.
Otro resultado obtenido, fue la expresion de genes de los sistemas de secrecién I, Il y VI. Se
indujeron 14 genes para el T2SS (proteina D, F, G, H, I, J, K, L, M y E, pre-proteina SecE, SecA
SecG, SecB y SecY, YajC, proteina de membrana de la familia YidC/Oxal, receptor de particulas
de reconocimiento de sefial fusionada y subunidad SRP54), dos genes para el T1SS (Proteina de
canal TolC y hemolisina D) y cuatro genes para el T6SS (proteinas VgrG, Hcp, ImpK e ImpL). Van
Puyvelde et al. (2011) propusieron un modelo en el que la biosintesis de AIA estaria regulando la
expresion del T6SS en Azospirillum sp. Con este modelo, ellos sugieren que la presencia de AIA
permite un medio de comunicacion importante en la interaccion con las plantas durante la
colonizaciéon. En E109 la presencia de AIA en el medio, indujo la expresion de genes de los
sistemas de secrecion I, 11y VI.
Minamisawa y Fukai (1991) observaron que en algunas cepas de B. japonicum no se acumulaba
AlA en el medio de cultivo e hipotetizaron de que no tenian la capacidad para sintetizar la
fitohormona o que lo hacian y la degradaban de manera simultdnea. En E109 observamos que
cuando se adiciona AIA al medio de cultivo, los genes vinculados a la biosintesis de AIA (EC:
35.14, EC: 1414 y EC: 1.2.1.3), se reprimieron. Esto indicaria que mientras E109 esta
catabolizando la hormona, los genes de sintesis de AlA se reprimen para no inducir la biosintesis de
este compuesto. La exposicion de 1 mM de AIA, luego de 3 horas, indujo en USDA110 una
respuesta de estrés generalizada, donde: proteinas de shock térmico, shock frio, shock osmético,

biosintesis de EPS y chaperonas moleculares fueron inducidas. Estas proteinas estan asociadas al
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mantenimiento de la integridad proteica (Donati et al., 2013). La exposicion de 0.5 mM de AIA en
E. coli K-12, también indujo una expresion de genes relacionados al estrés (Bianco et al., 2006a).
En E109, observamos la induccion de genes asociados a la respuesta de estrés generalizada; cinco
genes vinculados a la biosintesis de EPS (UTP-glucosa-1-fosfato uridiltransferasa, glucosil
transferasa, UDP-glucosa-4-epimerasa y GDP-manosa-dependiente alfa-manosiltransferasa), tres
genes que codifican para shock térmico, dos chaperonas moleculares, un gen que codifica para una
proteina de shock frio y un gen que codifica para el estrés oxidativo. Estos resultados permiten
conjeturar sobre una posible ventaja de E109 a condiciones de estrés (calor, frio, salinidad) cuando
el cultivo se trata con AIA exogeno. Donati et al. (2013) proponen que la exposicion a AlA en
USDA110, mejoraria su capacidad para sobrevivir y responder a las perturbaciones en el medio
ambiente. Imperlini et al. (2009) demostro que el tratamiento con AlA incrementa la supervivencia

a largo plazo en S. meliloti.
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V1.5 CONCLUSIONES
A partir del analisis transcriptomico relacionado con el catabolismo de AIA en B. japonicum E109,

podemos concluir que:

Indujo cambios en la expresion génica, la actividad enzimatica y el nivel de metabolitos
implicados en las vias metabdlicas centrales. Las vias metabolicas expresadas
diferencialmente fueron los transportadores, vias metabdlicas, actividad de diferentes
enzimas y reguladores transcripcionales.

Indujo cambios positivos y negativos en la expresién de genes vinculados al metabolismo,
fijacion de nitrégeno como asi también de genes de la simbiosis.

Se sobreexpresaron genes de la quimiotaxis y movilidad.

Se sobreexpresaron y reprimieron genes vinculados a los sistemas de secrecion I, 11 y VI

Se reprimieron genes de la biosintesis de AlA.

Se indujeron genes de respuesta a calor, frio y estrés oxidativo, chaperonas y sintesis de
EPS.

Estos resultados permiten conjeturar que el pretratamiento con AIA exdgeno y/o su posterior

degradacion en condiciones de cultivo proporcionarian algln tipo de ventaja para B. japonicum

E109 a nivel de su estilo de vida rizosférica, como en interaccion con su simbionte natural Glycine

max L.
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CAPITULO VII: Discusion y Conclusiones

Generales
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VI1.1 DISCUSION GENERAL

El cultivo de soja se introdujo en nuestro pais en los afios 70 y se ha convertido en el principal
cultivo del agro argentino debido al precio y la demanda internacional. La expansion del cultivo de
soja se extiende mas alla de la region pampeana, involucrando provincias del noroeste. Uno de los
problemas principales de esta leguminosa, es el desgate de nitrégeno en los suelos. A partir del
desequilibrio ecoldgico que produce, nacié el uso de inoculantes formulados en base a
microorganismos capaces de fijar nitrégeno. En la década del 80, INTA-IMYZA recomendo a la
cepa E109 para la formulacidn de inoculantes para cultivos de soja en nuestro pais debido a su
capacidad simbidtica. De los 18 millones de hectareas sembradas en el pais, el 85% se inocula con
E109 (Piccinetti el tal. 2013). De los ultimos 20 afios de uso de esta cepa para la formulacién de
inoculantes, existen numerosos estudios agronémicos que confirman la capacidad de E109 para
mejorar el cultivo de soja. Sin embargo, careciamos de estudios moleculares que confirmaran esta
capacidad de la PGPR. En 2012, nuestro laboratorio en sociedad con laboratorios e instituciones
nacionales e internacionales, secuencio6 el genoma de B. japonicum E109.

El primer objetivo de esta tesis doctoral, fue el analisis genémico y funcional de E109. Luego del
cierre del genoma, revel6 que B. japonicum E109 posee un genoma circular de 9.224.208 pb y sin
plasmidos (Torres et al., 2015). Se compar6 con genomas de la misma especie, y como resultado se
obtuvo que USDAG6 es la cepa mas parecida a E109. EI genoma completo consta de 8.233
secuencias que codifican proteinas y contiene dos operones ribosémicos idénticos y completos.
Luego de la secuenciacion del genoma, llevamos a cabo el analisis del genoma mediante las
herramientas bioinforméaticas NCBI, RAST (Aziz et al., 2008) y KEGG (Kanehisa et al., 2012).
Este analisis nos permitié confirmar que el genoma de E109 contiene genes relacionados a la
fijacion bioldgica de nitrégeno, mecanismos de promocién mas conocido para la simbiosis
rizobacteria-leguminosa, como asi también genes involucrados en el sistema de secrecién tipo 1l y
IV, vida rizosférica y biosintesis de fitohormonas, como el AlA.

Sabemos que E109 promueve la FBN a través de la formacion de nédulos con su simbionte la soja.
El andlisis gendmico confirmé que E109 es capaz de realizar este proceso a través de las enzimas
nitrogenasas cadena [ (Mo-Fe), sin embargo la desnitrificacion (nitrito a dxido nitrico) es
incompleta. El proceso de FBN solo puede ser llevado a cabo por procesos como la quimiotaxis y la
movilidad. El analisis gendmico demostré que E109 contiene 62 secuencias codificantes para la
quimiotaxis y 142 secuencias codificantes de movilidad flagelar. En cuanto a los sistemas de
secrecion, el analisis de genes puso en evidencia que existen genes para todos los sistemas de
secrecion descriptos, sin embargo en E109 solo serian funcional el sistema de secrecion tipo VI.

Otro mecanismo de promocion de crecimiento, es la biosintesis de fitohormonas. En E109 se
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confirmo la presencia de genes involucrados en la sintesis de poliaminas como la putrescina a través
de las enzimas agmatinasa y ornitina descarboxilasa. De las seis vias de sintesis para la fitohormona
AlA, en E109 se confirmé la presencia de genes involucrados en las vias IAM, 1AN e IPyA aunque
la sintesis seria llevada a cabo por la via IAM porque carece de las secuencias que codifican para las
enzimas claves de las vias IPyA e IAN. A pesar de este resultado obtenido, no pudimos cuantificar
AlA en los medios de cultivos de E109 bajo ninguna condicidn controlada en el laboratorio. Existe
bibliografia que describe la sintesis de AIA para este género (Minamisawa y Fukai, 1991), pero
también se describe una actividad catabdlica del compuesto en algunas cepas de Bradyrhizobium.
Entonces, una hipdtesis seria que en los cultivos de E109 no se puede detectar AIA porque existe
una fuerte actividad de degradacion para el compuesto.

A partir de este Gltimo resultado, comenzamos a estudiar el metabolismo completo de AIA para
E109. Evaluamos la hidrolisis de conjugados de AIA con aminoacidos (fenilalanina, leucina y
alanina) y observamos la hidrolisis de AlA-amidas con la posterior degradacion del AlA liberado.
Esta actividad se llevd a cabo en todas las etapas de la curva de crecimiento, pero la degradacion de
AlA fue mas rapida en la fase exponencial tardia. Esta actividad indujo cambios fisioldgicos en la
bacteria, incrementando la biomasa y la produccion de EPS. Otro analisis llevado a cabo fue la
conjugacion de AIA con amidas, sin embargo E109 no fue capaz de conjugar ambos compuestos
adicionados pero degrado rapidamente el AIA agregado e indujo cambios en la biomasa,
produccién de EPS y recuento de células.

Confirmamos el catabolismo de AIA en cultivos puros y sobrenadantes obtenidos de cultivos puros
de E109. La cepa E109 no solo es capaz de catabolizar auxinas naturales, como el AIA, sino
también sintéticas como IBA y ANA, aunque con mayor preferencia y velocidad de degradacion de
AlA. El catabolismo de AIA indujo cambios fisioldgicos en los cultivos, incrementando la biomasa
y la produccion de EPS. Debido a que el catabolismo de esta hormona ocurre muy rapido,
deducimos que esta actividad es pre-existente a la presencia de AIA en el medio y es de caracter
enzimatico porque no se registrd actividad catabdlica en sobrenadantes desnaturalizados. El
catabolismo de AIA ocurre en todas las fases de crecimiento, con preferencia en la fase exponencial
tardia, tiene una cinética de saturacion (puede degradar como maximo 0.5 mM de AlA) y un cultivo
pre-tratado con AIA incrementa los pardmetros de crecimiento en un cultivo de soja. Este
comportamiento de catabolismo de AIA se ha descripto para otras cepas como B. diazoefficiens
USDA110 (Minamisawa y Fukai, 1991).

Debido a que la actividad de degradacion de AIA ocurria en un tiempo considerablemente rapido y
que en sobrenadantes desnaturalizados se perdia la actividad catabdlica, deducimos que era llevada

a cabo por una enzima que ya se encontraba en el medio de E109. Con la disposicion del genoma,

Daniela S. Torres 264



Analisis genomico y funcional de los mecanismos de promocion del crecimiento en B. japonicum E109, la cepa mas
utilizada para la formulacion de inoculantes para soja en la Republica Argentina

iniciamos la busqueda de posibles genes candidatos a llevar a cabo esta actividad. En primera
instancia, evaluamos a las peroxidasas debido a que controlan el nivel de auxinas en plantas
(Savitsky et al., 1999; Mathesius, 2001). Encontramos en el genoma una peroxidasa candidata, y
luego de crear una mutante deficiente en la enzima peroxidasa (E109 Aper12) concluimos que esta
enzima no esta involucrada en el catabolismo de AIA para E109 porque no fue capaz de detener la
actividad de degradacion.
Este resultado nos inclind a realizar una busqueda en otros modelos bioldgicos previamente
estudiados y asi comenzamos a analizar el cluster iac de P. putida 1290, que consta de 10 genes
responsables de la asimilacion de AIA (Leveau y Gerards, 2008). La primer enzima en atacar el
anillo indol de la molécula de AlA, es la acil-CoA deshidrogenasa codificada por el gen iacA. El
gen similar para USDA110 es el gen ngrC y la mutante deficiente para dicho gen se denomina
8620; al evaluar el catabolismo de AIA, observamos que la degradacion continuaba, es decir el gen
iacA, tampoco era responsable del catabolismo de AlIA. Otro gen gue encontramos candidato, fue el
gen iacC. Este gen se reportd responsable de la degradacién de AlA en B. phytofirmans (Zufiiga et
al., 2013). En los cultivos de E109 inducidos con AlA, se detect6 la presencia de la enzima 3-
fenilpropionato dioxigenasa subunidad alfa, la cual es codificada por el gen iacC. La mutacion en el
gen iacC en E109 demostrd que no es capaz de catabolizar AIA mas alla de 96 horas de cultivo.
Confirmamos que la enzima 3-fenilpropionato dioxigenasa subunidad es la responsable de la
degradacion de AlA.
En la basqueda de genes candidatos del catabolismo de AIA, encontramos que el gen iacA se
reportd responsable de la degradacion de indol (Lin et al., 2012). Debido a que este gen se
encuentra en el genoma de E109, evaluamos la degradacion de indol. Llevamos a cabo
experimentos similares al catabolismo de AIA y nos encontramos que; E109 es capaz de degradar
indol y lo hace rapidamente, que la actividad también se encuentra en el sobrenadante y que tiene
una cinética de saturacion (analogo a la degradacion de AIA). Con estos resultados, hipotetizamos
en una via coman entre la degradacion de AIA e indol por E109, sin embargo los resultados
obtenidos a partir de la evaluacion del catabolismo de indol en las mutantes iacA e iacC revelaron
que ninguno de las dos enzimas estan involucradas en la degradacion de indol. Esto abre una puerta
a la investigacion del rol del catabolismo de indol en E109 y en la interaccion con la planta.
El andlisis transcriptomico del catabolismo de 0.5 mM de AIA en cultivos de E109 indujo una
expresion génica global. La expresion diferencial de genes afecto las categorias de transportadores,
vias metabdlicas, proteinas hipotéticas, enzimas, reguladores transcripcionales, vias de biosintesis,
vias de degradacion, quorum sensing, traduccion, transcripcion, proteinas de membrana, etc. La

expresion diferencial afecto 2.81% de los genes del genoma completo, de los cuales el 47.93%
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fueron inducidos y el 52.07% se reprimieron. La flexibilizacion del analisis nos permitié ver como
el catabolismo indujo o reprimi6 los clusters més importantes del crecimiento bacteriano y los
mecanismos de promocidn del crecimiento vegetal.

Uno de los mecanismos PGPR mas importantes es la FBN, y observamos que hubo sobreexpresion
como represion de algunos de los genes de este metabolismo. Se sobreexpresaron las proteinas Nrt,
NrtABCD, nitrato reductasa y nitronato monooxigenasa [EC: 1.13.12.16] y se reprimieron las
enzimas nitrito reductasa y glutamina sintetasa [EC: 6.3.1.2]. De la FBN propiamente dicha se
expresaron positivamente las proteinas FixA, NifA, FixH y FixG mientras que solo se reprimio el
gen que codifica para FixN. Ademas, se indujeron tres genes vinculados a la nodulacién. Nuestros
ensayos en semillas de soja con cultivos de E109 més la adicién de 0.1 mM de AIA produjo un
incremento en todos los pardmetros de crecimiento, con lo cual estaria de acuerdo a los genes
expresados en la transcriptomica. Con respecto a la quimiotaxis y movilidad, se sobreexpresaron
cuatros y once genes, respectivamente, y solo se vio reprimida la proteina CheB. Esto estaria
indicando que la bacteria esta dirigiendo sus movimientos frente al cambio ambiental en el medio
circundante. El andlisis de genes de los sistemas de secrecion, evidencio la expresion positiva de los
sistemas de secrecién I, 11 y VI: dos para T1SS, catorce genes para T2SS y cuatro genes para T6SS.
Un metabolismo de especial interés, era la biosintesis de AIA. Quisimos evaluar como la adicion
exogena de AIA con la posterior degradacion afectaba este metabolismo. Encontramos que las
enzimas amidasa, monoaminooxidasa [EC: 1.4.3.4] y aldehido deshidrogenasa (NAD") [EC:
1.2.1.3] fueron reprimidas, indicando que mientras se esta catabolizando la hormona adicionada se
reprimen los genes de sintesis. Algunos de los estudios de referencia, como por ejemplo el
catabolismo de AIA en USDA110 (Donati et al., 2013), indicaban que cuando a un cultivo se le
adiciona AlA al medio se induce una respuesta generalizada al estrés. En E109, encontramos que
hubo una expresion diferencial con genes asociados a la biosintesis de EPS, chaperonas, shock
térmico, shock frio y estrés oxidativo. Esto podria indicar una ventaja ecoldgica cuando al cultivo
de E109 se adiciona AIA al medio.

Daniela S. Torres 266



Analisis genomico y funcional de los mecanismos de promocion del crecimiento en B. japonicum E109, la cepa mas

utilizada para la formulacion de inoculantes para soja en la Republica Argentina

VI1.2 CONCLUSIONES GENERALES

Las conclusiones méas importante de esta Tesis doctoral, que lleva como titulo: ¢’ Analisis genomico

y funcional de los mecanismos de promocion del crecimiento en B. japonicum E109, la cepa

mas utilizada para la formulacion de inoculantes para soja en la Republica Argentina’’ se

resumen a continuacion:

1.
2.

El genoma de B. japonicum E109 consiste de un solo replicon de 9.2 Mpb

Los mecanismos de promocidn de crecimiento predominantes en E109 serian la fijacion

bioldgica de nitrogeno y la biosintesis de fitohormonas

B. japonicum E109 contiene genes la biosintesis de AlA, y esa sintesis seria por la via

del indol acetamida; sin embargo, no hemos podido cuantificar el compuesto en los

cultivos de la bacteria.

E109 tiene la capacidad de hidrolizar AIA-amidas, con la posterior degradacién de AlA

y lo realiza en todas las fases de crecimiento de la bacteria

E109 no puede conjugar AlIA con amidas

E109 tiene la capacidad de catabolizar AlA:

Vi.

Vil.

El catabolismo es preexistente a la presencia de AlA en el cultivo

Es de caracter enzimatico y es llevado a cabo por la enzima lacC o 3-
fenilpropionato dioxigenasa subunidad alfa

Degrada AlA en todas las fases de crecimiento, con mayor velocidad
en la fase exponencial tardia

Puede catabolizar auxinas naturales y sintéticas

El catabolismo induce cambios fisiolégicos en la bacterias

El cultivo de E109, pre-inducido con AlA, incrementa los pardmetros
de crecimiento de la soja

Puede catabolizar hasta 0.5 mM de AIA

7. E109 tiene la capacidad de degradar indol, la actividad de degradacion es constitutiva y

tiene cinética de saturacion

8. El analisis transcriptémico del catabolismo de AlA:

Daniela S. Torres

Indujo cambios en la expresion génica global

Se sobreexpresaron y reprimieron genes del metabolismo del nitrégeno
(fijacion de nitrogeno y simbiosis) y de los sistemas de secrecion I, 1l 'y
v

Se sobreexpresaron genes de quimiotaxis y movilidad

Se reprimieron genes de la biosintesis de AIA
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v. Se indujo la expresion generalizada a estrés (calor, frio, oxidativo,

chaperonas y biosintesis de EPS).
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ANEXOS

Anexo 1. Reporte de la secuenciacion del genoma de B. japonicum E109

La informacion detallada a continuacion fue proporcionada por INDEAR, como resultado de la
secuenciacion de B. japonicum E109.

Reporte Corrida N#: 50 (% placa titanium)
Tipo de muestra: DNA gendémico bacteriano
Tipo de Proyecto: WGS

Cuantificacion de las muestras

Se realiz6 la cuantificacién del ADN gendmico utilizando el Kit Quant-iT™ PicoGreen® DNA
Reagent (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones detalladas por el fabricante (high range curve —
half area plate).

Bj: Bradyrhizobium japonicum cepa E109

Picogreen High Range Half Area
Concentracion Vol. para Vol. TE1IX
Muestra
ng/ul 500ng para 100 ul
BJ1 38,265 13,1 86,9
B2 38,8 12,9 87,1

Preparacion de las bibliotecas RL (Roche)

Se partié de 500 ng de ADN purificado. Se realizaron las etapas de fragmentacién del ADN por
nebulizacion, reparacion y fosforilacion de los extremos, ligacion de adaptadores y purificacion con
AMPure XP (Beckman Coulter) de los fragmentos de la biblioteca de acuerdo a los lineamientos
detallados en Rapid Library Preparation Method Manual.

AGILENT 2100 Bioanalyzer (High Sensitivity DNA Kit)

Se corri6 1 pl de cada biblioteca en un High Sensitivity ADN chip (Agilent Bioanalyzer 2100) para

evaluar la calidad de la misma. Se detalla el reporte:
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Overall Results for sample 8 : Bl12
Number of peaks found " Corr Area 1 6,952 6
Nolse: 08
Peak table for sample 8 : _BJ2
Peak Size [bp] Conc. [pa/ul] Molarity [pmol/I] Observations
1 4 3 125.00 54113 Lower Marker
2 380 3.18 12.7
3 386 5.03 19.7
4 639 1,151.53 27284
5 734 530,11 1,113.3
6 839 1,355.16 2,4496.1
7 3,144 542 2.6
8 5,107 3.80 1.1
9 6,699 2.10 0.5
10 8,094 1.71 0.3
1 p 10,380 75.00 10.0 Upper Marker
12 12,798 0.00 0.0
13 14,336 0.00 0.0
Region table for sample 8 : B12
From To [bp] Corr. % of Average Size  Size distribution in  Conc. Molarity
[bp] Area Total [bp] Vv [%] [pa/ull [pmol /1]
200 1,000 66,9526 75 692 218 2,546.24 59227

Cuantificacion de las bibliotecas

Co
lor

Se realizo la cuantificacion de las bibliotecas por fluorescencia de acuerdo al protocolo descripto en

Rapid Library Preparation Method Manual.
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Regression Formula: y = 5.5E4 "X + 63.8E6

INPUL Sample Name (optonal) and Fluorescencs Data Into the Sample Data Table

Sampls Mame | Flunmscancs

Caleulated (Maleculesil |

Cwality A== essment

Likarary Cihdion 1 ET olzculesiply

e 32630 \18.5E8 Faga, within Calibraiion Range |2 Tl Sample inlo 457 3)1 TE Burfar
=1 AT418 Too High, Dilvte Sampla 5 fald and Re-assay
Picogreen- Armado del pool equimolar:
Libra Concentracion | Vol para| Masa | Vol total | Concentracion
v en ng/ul 35 ng |totalng| enul pool en ng/ul
BJ2 2,24 15,61
TELX 20

Cuantificacion del pool

FAM:

RL Standard Data Table woleculesijl
Fluarescence Woleculesil 25EE
1 [Bd4737 25E2
4 [35813 FEQ 20ER
1 [z0563
4 (12810 1aEe
5 |o139 =
§ |ES0E
7 |easa 210Ed = ;
g |3372 | ARER L oo

16000

24000

32000

40000

reparacion de WS 1e7 moleculas/ul:

48000 56000 F

| GLICK HERE TO FRODUCE STANDARD GURVE | "2 - 0 it

Regression Formula: v = 39164 * # + 1.04E3

Input Sample Name [optional] and Fluoreseence Data into the Sample Data Table
l:IIJBmg.l Agsasspnern

Sample Mame
Fool 2z + B

36762

Fluarescenice
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Concentracion
en ng/ul

Pool Az+BJ

1,19

Se realizdé una PCR en emulsion de escala pequefia (SV-emPCR) utilizando el GS Titanium SV-

emPCR Kit Lib-L v2 (Roche) siguiendo el protocolo detallado en emPCR Amplification Method

Manual — Lib L SV. Se ensayaron 3 concentraciones del pool equimolar de las bibliotecas: 2 -4 — 8

copies per beads (cpb). En base a los resultados se seleccion6 una concentracion para continuar con

la PCR en emulsién de gran escala (LV-emPCR) esperando un porcentaje total de enriquecimiento

(% enrichment) comprendido entre 5-20%.

Mo. Sample name [ Copies[Concentratif Volume JConcentra] Volume JTotal beads| Total beads Total Total | Expected
per on beads beads Qtion beads| beads | recovered | recovered beads beads | total bead
Bead || recovered J recovere | enriched Jenriched] [%a] enriched | enriche | enricheme
d d[%] nt for
pA%mn | b0 fx10%mn| w0 large run
[]
2 |Poal Az+BJ|2 11,670 178 1.217 13z 8,57
Fabricio Cassan 2077280 26,553 160644
2 |Poal Az+BIl4 10,188 185 1.803 120 . . 10.83
Fabricio Cassan 682870 70,111 218360 .02
2 |Poal Az+BJ|B 11,040 178 2,840 122 . - 15.82
Fabricio Cassan B59600 81,850 364719 15,20
Choose this copies/bead ratio with the expected total bead enrichment of 3% for the lange run
Good sequencing results will be achieved with enfichments of 5 - 20% (new Titanium kits)
Sample name Copies per bead used.l ul per library per ul library MV
Pocl Az+B) Fabricio 25 | 875 1.7
LV emPCR

Se realizd una PCR en emulsion de gran escala (LV-emPCR) utilizando el GS Titanium LV-

emPCR Kit Lib-L v2 (Roche) siguiendo el protocolo detallado en emPCR Amplification Method
Manual — Lib L MV.

Daniela S. Torres

No Sample name JCopies Concentrati] Volume JConcentra] Volume | Total beads] Total beads Total Taotal Volume
per on beads beads Qtion beads] beads | recovered | recowvered beads beads for
Bead | recovered f recovere § enriched Jenriched enriched | enriche | 2,000,000
d d[%] beads
[x 10%mi] [ul] [x40%mn | [0 [%] [ul]
2 [Pool Az+BJ[2.5 14,870 BTO 12938900
Fabricio Cassan
2875 765 80,781 2275875 6,50 |672.28891
2 |Pool Az+BJ|2.5 13.045 Bao 11470800
Fabricio Cassan
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En la tabla se muestra que el porcentaje de enriquecimiento obtenido estd dentro del rango
aceptable (5-20%) y se corresponde con los valores esperados a partir de la titulacion de la
biblioteca (SV-emPCR). Ademas se detalla el volumen de producto enriquecido que se siembra en

una de las 2 regiones de la placa de secuenciacion.

Métricas y Gréficos de la corrida

Se realiz6 la secuenciacion de la biblioteca en %2 placa titanium de acuerdo al protocolo detallado en
Sequencing Method Manual Roche. Los resultados se detallan a continuacion:

Placa dividida en 2 regiones.

Region 2: Pool 2 bacterias Az+B;j.

Daniela S. Torres

GACT (Library) Region Total
2
Raw Wells 1.027.103 2.075.563
Key Pass Wells 981.983 1.997.734
Failed
Dot 7.908 27.362
Mixed 49.387 115.907
Short Quality 111.048 266.065
Short Primer 1.817 1.951
Passed Filter Wells BO7.616 1.581.553
Y% Dot + Mixed 5,83 7.17
% Short 11,49 13,42
Y Passed Filter B2,24 79,17
GACT (Library)
Raw Wells 1.027.103 2.075.563
Key Pass Wells 0981.983 1.997.734
Passed Filter Wells BO7.616 1.581.553
Total Bases 352.955.338 | 656.265.741
Length Average 437,03 414,95
Length Std Dreviation 100,79
Longest Reads Length 968 1.179
Shortest Reads Length 40 40
Median Reads Length 471 457
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Anexo 2. Métricas de la secuenciacion del genoma de B. japonicum E109 mediante WGS a
partir del software PRINSEQ.

Las tablas y figuras que se muestran a continuacion, es informacion proporcionada por INDEAR.

Tabla 1. Informacidn de entrada de la cepa E109 al software PRINSEQ por el método WGS

Informacion de entrada

Archivo de entrada Bradyrhizobium_japonicum_E109.reads.fastq
Formato de entrada FASTQ

# Secuencias 515,712

Bases totales 264,354,663

Informacion de entrada

Archivo de entrada Bradyrhizobium_japonicum_E109.reads.fastq
Formato de entrada FASTQ

# Secuencias 515,712

Bases totales 264,354,663

Distribucién de Longitud

Promedio longitud de la secuencia 502.85 + 50.28 pb
Longitud Minima 55 pb
Longitud Maxima 1,201 pb
Rango de longitud 1,147 pb

Tabla 2. Informacién de la distribucion de longitud de las secuencias de la cepa E109 por el método
WGS

Distribucién de Longitud

Promedio longitud de la secuencia 502.85 + 50.28 pb
Longitud Minima 55 pb

Longitud Méxima 1,201 pb

Rango de longitud 1,147 pb
Modalidad de longitud 502 pb con 9,970 secuencias
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Figura 1. Longitud de los reads de las secuencias de E109 por el método WGS

Tabla 3. Informacion de la distribucion del contenido GC de la cepa E109 por el método WGS

Distribucion del contenido GC

Promedio de contenido GC 62.40 £ 3.79 %
Minimo contenido GC 14%

Maximo contenido GC 88%

Rango contenido GC 75%
Modalidad contenido GC 64 % con 60,041 secuencias
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Figura 2. Contenido GC de las secuencias de E109 por el método WGS
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Figura 3. Distribucion de la calidad de las bases de las secuencias de E109 por el método WGS
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Figura 4. Distribucién de la calidad de los reads de las secuencias de E109 por el método WGS
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Figura 5. Promedio del puntaje de calidad por secuencia de E109 por el método WGS

Tabla 4. Informacion de la ocurrencia de N de la cepa E109 por el método WGS

Ocurrenciade N

Secuencias con N 192,752 (36.66 %)
Porcentaje max. de Ns por secuencia 71%
179,152
w
[
ol
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=
o
@
(%]
$#
T e
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Percentage of N's per Read (1-100%)

Figura 6. Porcentaje de N por reads de las secuencias de E109 por el método WGS

Tabla 5. Informacidn de la cola poli A/T en la cepa E109 por el método WGS

Cola poli-A/IT
5' terminal 3' terminal
Secuencias con cola 0 13 (0.00 %)
Longitud méx. de cola 0 6
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Figura 7. Longitud de la cola 3” en las secuencias de E109 por el método WGS

Tabla 6. Informacion de la verificacion de la secuencia Tag en la cepa E109 por el método WGS

Verificacion de la secuencia Tag

5' terminal 3' terminal
Probabilidad de Tag 99% 33%
GSMIDs o RLMIDs ACGACACGTAT

gor ccece geeeoceeeeeceeeccts
for AL o5 ARSI T

Position fmm Sequence Ends

Figura 8. Frecuencias de los nucle6tidos en las secuencias terminales en E109 por el método WGS

Tabla 7. Informacion de las secuencias duplicadas en la cepa E109 por el método WGS

Secuencias
# Secuencias Duplicados max.
Duplicados exactos 11,578 (2.20 %) 16
Duplicados exactos con complementos reversos 0 0
Duplicados 5' 5,534 (1.05 %) 9
Duplicados 3' 0 0
Duplicados con complementos reversos 5°/3 0 0
Total 17,112 (3.26 %) -
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Figura 9. Numero de duplicados en la longitud de los reads en las secuencias de E109 por el
método WGS
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Figura 10. Numero de secuencias en los duplicados de E109 por el método WGS
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Figura 11. Numero de duplicados en las secuencias de E109 por el método WGS
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Figura 12. Promedio de la complejidad de la secuencias (Puntaje DUST) de E109 por el método
WGS
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Figura 13. Promedio de la complejidad de la secuencias (Valor de Entropia) de E109 por el método
WGS

Tabla 8. Informacion de los dinucleétidos odds ratio en las secuencias en la cepa E109 por el
método WGS

Dinocleotidos Odds Ratio

AAITT AC/IGT AG/ICT AT CA/TG CC/IGG CG GA/TC GC TA

Odds

ratio 10.213 0.9238 0.8696 13.499 0.9793 0.7726 13.104 12.371 11.325 0.6092
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Figura 14. Valor de odds ratio en los dinucle6tidos de E109 por el método WGS
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Anexo 3. Métricas de la secuenciacion del genoma de B. japonicum E109 mediante paired-end
a partir del software PRINSEQ.
Las tablas y figuras que se muestran a continuacion, es informacion proporcionada por INDEAR.

Tabla 1. Informacion de entrada de la cepa E109 al software PRINSEQ por el método paired-end

Informacion de entrada

Archivo de entrada bradyrhizobium_japonicum_E109.reads.pe.fastq
Formato de entrada FASTQ

# Secuencias 129,306

Bases totales 33,976,975

Tabla 2. Informacion de la distribucién de longitud de las secuencias de la cepa E109 por el método

paired-end
Distribucién de Longitud
Promedio longitud de la secuencia 262.76 + 162.09 pb
Longitud Minima 4 pb
Longitud Méxima 1,200 pb
Rango de longitud 1,197 pb
Modalidad de longitud 17 pb con 1,781 secuencias
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Figura 1. Longitud de los reads de las secuencias de E109 por el método paired-end

Daniela S. Torres 315



Analisis gendmico y funcional de los mecanismos de promocion del crecimiento en B. japonicum E109, la cepa mas
utilizada para la formulacion de inoculantes para soja en la Republica Argentina

Tabla 3. Informacidn de la distribucion del contenido GC de la cepa E109 por el método paired-end

Distribucion del contenido GC

Promedio de contenido GC 58.14 +6.42%
Minimo contenido GC 15%

Maximo contenido GC 88%

Rango contenido GC 74%
Modalidad contenido GC 60 % con 9,765 secuencias

250 15D M 15D 25D
9,768-

- D e p-ll-.llllll‘ll““‘|| ‘||h|lll-—r .........................
30 40 50 60 70 a0

a0

Number of Sequences

GC Content (0-100%)

Figura 2. Contenido GC de las secuencias de E109 por el método paired-end

Daniela S. Torres 316



Anélisis gendmico y funcional de los mecanismos de promocion del crecimiento en B. japonicum E109, la cepa mas

utilizada para la formulacion de inoculantes para soja en la Republica Argentina

Base Quality Distribution

[ Min/Max value
e

M 25th to 75th percentile

aJ02s Ayjend

osition in %

p

de la calidad de las bases de las secuencias de E109 por el método paired-

on

Figura 3. Distribuci

end

M Median

M 25th to 75th percentile

[ Min/Max value

||||||||

|||||||||||||

||||||||

|||||
|||||
|||||||||||||

||||||||

|||||||
||||||||
||||||

|||||||||

|||||||||

|||||||||||||||||||||||||

|||||||||||||||||||||||||
|||||||||||||||||||||||||

||||||||||||||||||||||||

in bp (Bin size: 12bp

Read position

a102s Ajend

de la calidad de los reads de las secuencias de E109 por el método paired-

Figura 4. Distribucion

end

317

Daniela S. Torres



Analisis gendmico y funcional de los mecanismos de promocion del crecimiento en B. japonicum E109, la cepa mas
utilizada para la formulacion de inoculantes para soja en la Republica Argentina

14,776

Number of sequences

5 10 15 20 25 30 35

Mean of quality scores per sequence

Figura 5. Promedio del puntaje de calidad por secuencia de E109 por el método paired-end

Tabla 4. Informacion de la ocurrencia de N de la cepa E109 por el método paired-end

Ocurrencia de N
Secuencias con N 55,429 (42.87 %)

Porcentaje méax. de Ns por secuencia 76%
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# Sequences

0"lllllll.lllIF--——r————r ...........................................................................
10
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Percentage of N's per Read (1-100%)

Figura 6. Porcentaje de N por reads de las secuencias de E109 por el método paired-end
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Figura 8. Longitud de la cola 3’ en las secuencias de E109 por el método paired-end

Tabla 5. Informacion de la verificacién de la secuencia Tag en la cepa E109 por el método paired-

end
Verificacion de la secuencia Tag
5' terminal 3" terminal
Probabilidad de Tag 58% 1%
GSMIDs o RLMIDs ACACGTAGTAT
- 1.0 e
o 084 ¢ C C C C
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Figura 8. Frecuencias de los nucle6tidos en las secuencias terminales en E109 por el método

paired-end

Tabla 6. Informacidn de las secuencias duplicadas en la cepa E109 por el método paired-end

Secuencias
# Secuencias  Duplicados méx.

Duplicados exactos 3,836 (2.97 %) 946
Duplicados exactos con complementos reversos 0 0
Duplicados 5' 1,992 (1.54 %) 8
Duplicados 3' 352 (0.27 %) 4
Duplicados con complementos reversos 5°/3" 14 (0.01 %) 1
Total 6,194 (4.79 %) -
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Figura 9. Namero de duplicados en la longitud de los reads en las secuencias de E109 por el

método paired-end
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Figura 10. Numero de secuencias en los duplicados de E109 por el método paired-end

Tabla 7. Informacion de la complejidad de las secuencias en la cepa E109 por el método paired-end

Complejidad de la secuencia

Valor Secuencia
Puntaje DUST minimo 0 GACTACACGTAGTATGCGAACGGTCTC
Puntaje DUST maximo 100 CGTA
Valor de entropia minimo 0 CGTA
Valor de entropia
) 100 AGACCCTCGAAATAGCCACGCA
maximo
58.428
)
e
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Figura 12. Promedio de la complejidad de la secuencias (Puntaje DUST) de E109 por el método

paired-end
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Figura 13. Promedio de la complejidad de la secuencias (Valor de Entropia) de E109 por el método

paired-end

Tabla 8. Informacion de los dinucledtidos odds ratio en las secuencias en la cepa E109 por el

método paired-end

Dinocleotidos Odds Ratio
AA/TT AC/GT AG/ICT AT CA/TG CC/IGG CG GA/TC GC TA

Od_dS 10.548 0.9277 12.489 0.9663 0.7776 12.622 11.548 10.419 0.9431
ratio 0.8706

,g 150- Overrepresented

& 12 .

gor o - T

o 050 Under-represente

AAITT AC/GT AGICT AT CATG CC/GG CG  GATC GC  TA
Dinucleotide

Figura 14. Valor de odds ratio en los dinucledtidos de E109 por el método paired-end
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