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Si para recobrar lo recobrado

tuve que primero perder lo perdido
doy por bien sufrido lo sufrido,
por bien llorado lo llorado,
porque por fin aprendfl

que lo que la alfalfa tiene de flores
vive de lo que tiene sepultado.
(Tomado de un graffiti).

la alfalfa en el original es el drbol

There is something intrinsically good-natured about all symbiotic relations...
The lives of the cell. Lewis Thomas

El periodismo, el trabajo cientifico, los horarios de ferrocarril, las balanzas, la policia, y los
letreros de las fondas persiguen, si bien se mira, un fin comun: poner en conocimiento de las
gentes datos que permanecian ignorados

Memorias del angel gris. Alejandro Dolina.

Se miente mds de la cuenta
por falta de fantasta,

también la realidad se inventa.
Antonio Machado.
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Figura

Kilo pares de bases
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Proterna de 150 KDa intermediaria en la sintesis del glucano 8 (1-2)
Proteina de 235 KDa intermediaria en la sintesis del glucano g8 (1-2)
Rhizobium

Inhibidor de tripsina extraido de poroto de soja

Dodecil sulfato de Sodio

2 amino-2-hidroximetil-1,3-propano diol

S'uridina difosfaio-glucosa

5'uridina difosfato-glucosa cuvo resto de glucosa esta uniformemente
marcado con 14¢

Acido tricloroacético

micro Curie

Solucién de sustancias quimicas que mantienen constante el pH.
Hacia el extremo 3" dc un gen.
Hacia el extremo 5' de un gen.

Vohimen total-Volimen de elucién/Volimen total-Volimen de exclusién

Incubacién con un sustrato radioactivo.

Es la adicién de sustrato no radioactivo luego de un pulso con el mismo

sustrato radioactivo.

Material que queda adherido al fondo de un tubo luego de una
centrifugacion.

Secuencia consenso de 25 bases presentes en todos las unidades.
transcripionales inducibles por los flavonoides vegetales.
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INTRODUCCION

El ciclo del nitrégeno.
En las condiciones en que se desarrolla la vida en este planeta el Nitrégeno, a pesar de ser el

mds abundante, es el nutriente limitante para el desarrollo de la misma. El Nitrégeno forma parte de
las proteinas, los 4cidos nucleicos y algunos aziicares de los seres vivientes. Su ciclo(!%) se muestra en
la Fig. 1. El mecanismo que transforma el Nitrégeno atmosférico (N,) en NH, sc denomina fijaci6n del
N,. Este proceso puede ser realizado en forma quimica en condiciones artificiales (fdbricas de
feriilizantes, por ejemplo), o por seres vivientes. Este dltimo proceso se conoce con el nombre de
fijacién bioldgica del N,,, y hasta el presente s6lo ha sido descripto en organismos procariontes. El NH,
asi producido se incorpora al ciclo biolégico como se muesta en la Figura 1.

DINITROGENO

AMONIFICACION

L e |
—————¢2

Proteinas
etc.de microbios
plantas y
animales

NITRATOS
(NO3)

AMONIACO
{NH3)

NITRIFICACION/

NITRITOS
(NO2)

()
ASTmLAC\®

Figura 1) REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL CICLO DEL NITROGENO.

El proceso de nitrificacién consiste en la oxidacién biolégica de NHy a NO;". Los
microorganismos responsables de este proceso se dcnominan bacterias nitrificantes. Estas bacterias
acoplan la oxidacién de NH, a la fijacién de CO,. Se dividen en dos grupos principales: uno que oxida
NH, a NO,  (género Nitrosomonas), y otro que oxida NO,” a NO,™ (género Nitrobacter). Si bien
estas baclcrias estdn ampliamente distribuidas, son dificiles de cultivar en el laboratorio. El N03'
producido es absorbido mejor por los vegetales, pero sc lava ficilmente del suclo, mientras que el NH,



se retiene mejor en el suelo, pero no es bien absorbido por los vegetales. Por estas razones no puede
adjudicarse un rol beneficioso o pernicioso a estos microorganismos. El proceso de desnitrificacién
consiste en la reduccién biolégica de NO;” a N,,. El dinitrégeno formado se reintegra a su reservorio,
cerrando el ciclo. Este proceso lo llevan a cabo los géneros Pseudomonas, Micrococcus, y
Thiobacillus1%).

Fijacién biolégica de N.,.
La cantidad de N, reincorporado a la atmésfera en forma gaseosa mediante el proceso de

desnitrificacién es de tal magnitud que, de no existir el proceso inverso, se llegaria a un estancamiento
de la vida en el planeta debido a un ayuno de N.

TABLAI 06
Ejemplos de fijadores libres de N(106)
Género o tipo Especie
Anaerobios Clostridium C.butyricum
estriclos Desulfovibrio D.vulgaris
Faculiativos Klebsiella K pneumoniae
Bacillus B.polymixa
Citrobacter C.freundii
Microaerdfilos Azospirillum A.braziliensis
Xanthobacter X flavus
Bradyrhizobium B.japonicum
Azorhizobium A.caulinodans
Aerobios Azorobacter A.vinelandii
Azotococcus A.agilis
Azomonas A.macrocytogenes
Beijerinckia B.indica
Fototrofos Chromatium C.vinosum
(anaerobios) Chlorobium C.limicola
Fototrofos Rhodospirillum R.rubrum
(faculiativos) Rhodopseudomonas R.palustris
Fototrofos Plectonema P.borvanum
(microaerdfilos) Lyvngibia L.aestuarii
Fototrofos Anabaena A.cylindrica
(aerébicos) Nostoc N.muscorum
Calothrix sp.

Los microorganismos fijadores del N, pueden hacerlo en vida libre (Tabla I), o en asociacion
con plantas. Algunos cjemplos de asociacién con la planta se muestran en la Tabla Il. La contribucién
general a la fijacién del N, por parte de los microorganismos de vida libre es de importancia, pero no es
suficiente para mantener constantes los niveles de N asimilable. Por otra parte, los organismos vivos
que con mavor velocidad reciclan los nutrientes son las plantas. Uno de los elementos que tiene vital
importancia cn la riqueza del suclo es el N asimilable. En los suelos pobres, este ¢elemento se puede
suplementar con fertilizantes, pero dichos productos presentan problemas a nivel de su produccién



(alto costo), transporte hasta el lugar de uso, asi como por la produccién de residuos que producen
polucién ambiental. Por estas razones cobran mucha importacia los fijadores simbiéticos del N, en
especial los que participan de la simbiosis Rhizobium-leguminosa. El N, fijado por esta via es el que
mds contribuye a la fijacién global del N,, y es el mds iitil ya que se fija al comienzo de la cadena
alimentaria (la planta). Por otra parte el cultivo racional de leguminosas produce suelos ricos en N, lo
que puede independizar a otros cultivos del uso de fertilizantes.

Tabla II
Algunos ejemplos de asociacién simbi6tica(!9®

Género Especie Planta
Rhizobium meliloti alfalfa

leguminosarum Vicia.sp.

trifolii trébol
Bradyrizobium Japonicum soja
Frankia casuarina pino australiano

alnus Aliso

La familia Rhizobiaceae

Segin cl Manual Bergey(72) las bacterias agrupadas en la familia Rhizobiaceae, usualmente
tienen forma de bastén y no contienen endosporas. Las células son aerdbicas, gram-negativas, y
mdviles. Ulilizan varios carbohidratos y acumulan gran cantidad de material mucoso extracelular. Una
caracteristica distintiva de este género es que sus especies habitan en el suelo, € interactian con
plantas, ya sea para causar enfermedades o para formar nédulos fijadores del N,. Los géneros que la
constituyen, y algunos ejemplos de interaccién se muestran en la Tabla I1L.

TABLA III
Género Especie Intcraccién con plantas (Fuente)
Agrobacterium tumefaciens Produce tumor de a galla(4°).
rhizogenes Produce proliferacién de raices en el sitio de

infeccién ("hairy root diseasc")(7°).

Rhizobium meliloti De crecimiento rédpido, produce nédulos en raices
de alfalfa®).
trifolii De crecimiento répido, produce nédulos en raices
de trebol®D),
Bradyrhizobium Japonicum De crecimiento lento, produce nédulos en raices de
soja(4 b,
Azorhizobium caulinodans De crecimiento lento, produce nédulos en tallos

y raices deSeisbania.rostrata®®),



Las especies m4s estudiadas desde los puntos de vista bioquimico, genético, y de interaccién
con la planta son A. tumefaciens y R meliloti. En esta tesis se han realizado estudios sobre la
interaccién de estas especies con la planta. En las préximas secciones se muestran aspectos relevantes
de estas bacterias, y de los procesos de tumurogenicidad y nodulacién.

Antes de entrar en ellos conviene destacar que éstas y otras especies de esta familia poseen
plasmidos de tamaio variable. En estos pldsmidos estd codificada la informacién necesaria para
producir el efecto patogénico o simbidtico en la planta. No obstante para el éxito de estos procesos son
necesarios genes cromosomales. En el caso de A. tumefaciens, el plasmido se denomina pTi (26)(por
Tumor inducing); y en Rhizobium se denomina pSym (por Mbiosis)w).

Infeccién vy transformacién de plantas por A. tumefaciens.

A. tumefaciens induce la formacién de tumores de agalla en plantas gimnospermas y
angiospermas dicotiledéneast*®?7), La respuesta patogénica resulta de la expresién en la planta, de la
informacién contenida en el pTi, que se transficre desde la bacteria a la célula vegetal(sz'(‘s"oo). Para el
desarrollo del proceso virulento son necesarios genes bacterianos localizados tanto en el
cromosoma‘™), como en el pTi. Pasaremos a describir con mas detalle este pldsmido.

Pldsmido pTi.

Conjugacidén
o/ bacteriana

Catabolismo
de opinas

PLASMIDO
DE OCTOPINA

Incompatibitidad
de replicacion —>

Figura 2) ORGANIZACION DEL PLASMIDO pTi QUE CODIFICA POR LA SINTESIS Y
CATABOLISMO DE OCTOPINA.
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Figura 3) ORGANIZACION DEL PLASMIDO pTi QUE CODIFICA POR LA SINTESIS Y
CATABOLISMO DE NOPALINA Y SU INSERCION AL GENOMA VEGETAL.

El plasmido pTi (Fig. 2y 3)(42‘129'138) es un pldsmido conjugativo, que confiere virulencia a las
cepas de A4. tumefaciens que lo posccn(s). La informacién requerida para la formacién de tumores
estd contenida en dos zonas:

1) T-DNA (rransferred DNA): Es el fragmento de DNA que sc transficrc a la célula vegetal y se
integra al genoma de ésta. Se describird €l caso de un pTi que codifica para la sintesis de ociopina (Fig.
2). Esta zona se divide en dos panes(ma): TR (right) y TL (left). En ¢l TR-DNA se encuentran los
genes mds conservados: los genes onc y los responsables de la sintesis de opinas. Los genes onc
inducen la formacién de tumores y detecrminan la morfologia de los mismos(42138:133) Eqi05 genes, en




este caso, son tres: dos de ellos (iaaM e iaaH)(lsz) codifican para la sintesis del 4cido 3-indolacético
(una auxina), y el otro (tmr)(lsz) para la sintesis de isopentenil adenosina 5’-monofosfato. (una
citoquinina). Las auxinas y citoquininas son hormonas vegetales que regulan el crecimiento y la
morfologia de las células vegetales. Las opinas son metabolitos no usuales derivados de azicares o
aminod4cidos (v.g. octopina, nopalina). Se han descripto dos genes localizados en el TR-DNA para el
metabolismo de la oclopina(”'l%), uno de los cuales (ocs) codifica para la enzima que produce la
condensacién de piruvato y arginina para dar octopina (octopina sintetasa). El otro gen descripto (orzs)
aparentemente codifica para una proteina de membrana que transportaria la octopina al exterior de la
célula vegetal. En el TR-DNA también existen otros tres genes (geneQ’, genel’, y gene2") involucrados
en la sintesis de manopina y agropina. Las opinas son metabolizadas por 4. tumefaciens, y las enzimas
para su captacién y catabolismo estdn codificadas en otra regién del pTi ubicada fuera del T-DNA®2),
Los genes presentes en el T-DNA se expresan en la planta (Fig. 3).

2) Regidn vir: En esta region se encuentran los loci relacionados con el procesamiento y transferencia
del T-DNA(12129:138.159) 1 5 ocalizacién y organizacién de estos loci se muestran en las Fig. 2y 3,y
las funciones propuestas se describen en la Tabla IV.

TABLA IV

LOCUS  GENES' PROPIEDADES

A 1 Esencial para la virulencia. Constitutivo. De menbrana interna.
Detecta molécula seial(®®),

B 11 Esencial para la virulencia. Prote/nas de membrana.
Transportan T-DNAUSD,

C 2 Involucrado er especificidad de hospedador(”"ss).

D 5 Esencial para la virulencia. Cortan T-DNA, y se unen a €1(60:69),

E 2 Involucrado en especificidad de hospedador Son extracelulares.
Se unen a ss DNA inespcciﬁcamcnle(62'153'155).

G 1 Escncial para la virulencia. Regulador positivo de los loci vir.

Se sospecha que su producto es de localizacion citos6lica®b.

»
Se refiere al nimero de marcos abiertos de lectura obtenidos por secuenciacién del DNA.

Es posible clasificar los pTi en distintos grupos de acuerdo al tipo de opina que metlabolizan
las células que lo contienen(!%),

Desarrollo del proceso patogénico.
El desarrollo del proceso infectivo se muestra en la Figura 4. El proceso puedc dividirse en

cinco clapas(s)z 1) Adhesién de la bacteria a la célula de la planta, 2) Procesamicnto del T-DNA, 3)
Transferencia del T-DNA a la célula vegetal, 4) Integracion del T-DNA en el genoma de la célula
vegetal, y 5) Formacién del tumor y sintesis de opinas.
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Figura 4) DESARROLLO DEL PROCESO TUMORIGENICO DE A. rumefaciens.

Adhesidn de la bacteria a la célula vegetal: La bacteria se adhiere polarmente a la célula vegetal. Este

paso es fundamental para el desarrollo del proceso infectivo. Para esta etapa se piensa que son
necesarios receptores tanto en la célula vegetal como en la bacteria. Con respecto a la parte vegetal, se
sabe que existe un numero limitado de receplores. Debido a que estos receptores son sensibles a
proteasas se cree que son de naturaleza prolcica(53‘99). Después de producida la herida existe una
"ventana de liempo“(g‘lo), durante la cual las c€lulas son compelentes para la infeccién. No se conoce la
identidad del posible receptor bacteriano. Sin embargo se describicron cuatro loci bacterianos
involucrados en la adhesién, que son:
chvA y chvB (por chromosomal virulence): Las mutantes en estos loci son incapaces de
adherirse a células vcgclalcs(‘u). Mientras que las mutantes ChvB son inmoviles(™ y no
producen glucano 8 (1-2)('07), las mutantes ChvA producen este polisacdrido no sustituido que
no es secretado(®®). Una proteina de 235 kDa (pi235) que actia como intermediaria en la
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sintesis de este polisacdrido esta ausente en las mutantes ChvB(m), pero estd presente, atin en

mayor cantidad que en la cepa salvaje, en las mutantes ChvA(®®. La secuencia del locus chvA
muestra un solo marco de lectura abierta, que tiene homologfa con la hemolisina B y otras
proteinas que unen ATP(9),

exoC (pscA): Se aislaron mutantes en este locus usando como criterio la ausencia de un
exopolisacdrido acidico que se une a un fluoréforo (Calooﬂuor)(l3'l37). Estas mutantes en
particular no sélo carecen del exopolisacdrido, sino también del glucano 8 (1-2), y ademds son
inméviles. Por otra parte son avirulentas debido a que estdn afectadas en la adhesién a la
célula de la planta. Otras mutantes Exo™ que poseen el glucano 8 (1-2) son virulentas. Estudios
realizados en el laboratorio demostraron que las mutantes ExoC carecen de la enzima
fosfoglucomutasa necesaria para la sintesis de UDPGIc(!49),

Estos tres loci son los més estudiados, y cada uno de ellos constituye una unidad
transcripcional.

Un cuarto locus que afecta la adhesién a la planta fue localizado en un fragmento de DNA
EcoRi de 12 kb, de origen cromosomal. Todas las mutantes aisladas resultaron ser avirulentas,
y se encontrd que carecian de proteinas, presuntamente peripldsmicas, de 33, 34,y 38 kDa®),

Un aspecto que desperté mucho interés desde Ios primeros estudios con Agrobacterium fue la
necesidad de una herida para que se produzca la infeccién. Eso se debe a que en los exudados de la
herida estdn presentes compuestos que actian induciendo la expresién de los loci vir
(v-g. acetosiringona)(127'l30). Los niveles de esta molécula sefial serian sensados por el producto del gen
virA, el cual activaria el producto del gen virG. Esle iltimo activaria la transcripcién del resto de los

-~ - . . .
(112131.132.134) Existe también un locus cromosomal (ros)(ls'm) que actuaria como regulador

loci vir
negativo de la expresién de virC y virD, ya que mutaciones en €l ros dan lugar a la expresién
constitutiva de los locus virC y virD.

Procesamiento v transferencia del T-DNA: EI mecanismo por el cual se lleva a cabo este proceso no
estd aclarado totalmente. Existen evidencias de que por la accién de dos productos provenientes del
locus virD se libera del pTi un T-DNA lineal de simple cadena (ssT-DNA); para que esto ocurra se
requiere una secuencia especifica ubicada en los extremos del T-DNA. Se propuso la formacién de un
complejo covalente entre los productos del locus virD y el ssT-DNA, y la produccién de nuevas cadenas
de ss T-DNAD que finalmente se transferirian a la célula vegetal por accién de los productos del
locus virB. El sitio de accién de los productos del gen virE es extracelular, y se piensa que también
jugarian algtn papel en la transferencia del ss T-DNA (Para una revisién ver Ref. 5).

Integracién del T-DNA: Esta es la parte del proceso menos conocida. Se sabe que se integra al

cromosoma nuclear, aunque no se conoce la existencia de sitios de integracién especificos. El proceso
de integracién estaria mediado por proteinas de la célula vcgetal(s).

Respuesta a la expresién del T-DNA: Las células transformadas crecen descontroladamente como
consecuencia de la presencia de las hormonas vegetales cuya sintesis estd codificada en el TR-DNA,
resultando en un tumor(*>?), Cultivos de estos tumores crecen en forma auténoma sin el agregado de
hormonas. Las agrobacterias utilizan las opinas liberadas por las células vegetales transformadas como
fuente de Carbono y Nitrégeno, y aparentemente en respuesia a ellas, transficren conjugativamente ¢l
pTi a otras células de 4. tumefaciens.



Simbiosis Rhizobium-planta.

Bacterias de los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, y Azorhizobium (rizobios) son
capaces de inducir en raiz o tallos y ocupar estructuras denominadas nédulos (Fig. 5). Dentro de los
nédulos los rizobios se diferencian a bacteroides y expresan los genes de la nitrogenasa. El N, se reduce
a NH3» se metaboliza y es transportado a la planta. El rizobio recibe fotosintatos de la planta. De esta
manera se establece una simbiosis entre la planta "hospedadora” y el rizobio "hospedante”" o
"microsimbionte”. Si bien los estudios acerca de esta simbiosis comienzan sistemdticamente durante el
siglo pasado, cuando se describen los efectos de la nodulacién, e incluso se observa el proceso infectivo
(Fig. 6), previamente ya se habfan observado nédulos en algunas cspecics(sg‘lso).

Figura 5) NODULOS FORMADOS POR R. Trifolii EN Trifolium subterraneum.

Esta simbiosis es bastante especifica, ya que cada leguminosa puede ser nodulada por una sola
especie de rizobio. vy viceversa (Tabla \")“06).

TABLAV
Bacteria Planta Flavonoide inductor
R. meliloti alfalfa Luteolina®®.
R. trifolii trébol 7-4" hidroxiflavona!%®). ,
R. leguminosarum arvejas Apigcnina—7-o-glucdsido(1“(’).
B. lupini lupin No se conoce.

. . . - ’ 0)
B. japonicum soja Diazdeina, cumestrol’?).
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Figura 6) ESQUEMAS DEL PROCESO INFECTIVO REALIZADOS EN EL SIGLO XIX

Los rizobios presentes en la rizosfera (Fig. 7-1) se adhieren polarmente a la superficie de los
pelos radiculares de las leguminosas induciendo el crecimiento de la punta de los mismos que va
girando, produciendo en primer término un rulo (Fig. 7-2), y luego una estructura conocida como
bdculo de pastor. Para iniciar esta interaccion, los rizobios han evolucionado para utilizar compuestos
flavonoides liberados a la rizosfera por las plantas. Cada especie de Rhizobium utiliza el flavonoide
producido por el hospedador especifico. Estos compuestios (Tabla V) actian como reguladores
positivos de los genes bacterianos de la nodulacion (genes 20d). La bacteria queda atrapada dentro del
bédculo de pastor siendo en este punto donde el rizobio comienza a penetrar en la clula del pelo
radicular. La bacteria comienza a dividirse y a viajar a través de la célula vegetal, siguiendo al niicleo.
No existe contacto entre el rizobio y el citoplasma de la célula vegetal, ya que se forma una pared que
contiene las bacterias constituyendo el hilo de infeccién (Fig. 7-3). Este hilo avanza hasta las células
corticales donde se ramifica. Finalmente se encuentra con un foco de células corticales en division, y se
libera dentro de ellas envuelto en una membrana de origen vegetal 1), La bacteria continda creciendo,
hasta diferenciarse a bacteroide que es capaz de reducir el Nz(“4) (Fig. 7-4). Se cree que la planta crea
un ambiente adecuado que permite la desrrepresion de los genes de la dinilrogenasa(lm. Ademas la
planta es capaz de regular el crecimiento del microsimbionte regulando la disponibilidad de O, y
nutrientes, previniendo la actividad parasitaria.
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Figura 7) DESARROLLO DE LA FORMACION E INVASION DE UN NODULO.
1) Colonizacién y adhesion del rizobio al pelo radicular.

2) Enrulamiento y formacién del baculo de pastor.

3)Crecimiento del hilo de infeccién (flecha).

4) Nodulo maduro. La flecha indica las células que contienen bacteroides.

Los aspectos mds estudiados del proceso infectivo son:

Reconocimento: Dada la especificidad entre hospedador y microsimbionte se supone que debe
existir algin proceso de reconocimiento especifico entre ambos. En principio este
reconocimiento deberia ocurrir en la primera etapa. Se ha estudiado mucho la especificidad en
la adherencia del rizobio a la raiz. La teorfa mds estudiada postula la existencia de lectinas
vegetales, que reconocerian determinantes tanto de la planta como de la bacteria y formarian
un puente entre ambos permitiendo la adhesion. Existen evidencias a favor y en contra de esta
teoria. Por ejemplo, la primer lectina descripta fue de soja y se postulé que se unia
especificamente a cepas homdlogas (B. japOIIiCul7l)(7). pero posteriormente se €ncontro que
también podia unirse a cepas hetcrélogas(4). De trébol se aisl6 otra lectina llamada trifolina
ACY Egta proteina se une especificamente al lipopolisacdrido y al polisacdrido capsular de R.
trifolii[ 18.19)
en crecimiento®?),

,y se la encuentra en concentraciones mayores en la punta de los pelos radiculares

. . s, < : 2 -
Recientemente se produjeron raices lransgcmcas("g) de trébol que expresaban el gen
: 2 2 ; 22 P
de una lectina de arveja caracterizada prevxamcme(‘" TSLTATS) Estas raices formaron

nédulos con el microsimbionte homélogo para la lectina (R. trifolii). Cuando estas raices
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transgénicas se infectaron con R legurninosarurm (homélogo para la lectina, pero heterélogo
para la planta receptora) se formaron pscudonédulos(m). Las raices salvajes de trébol no dan
ninguna respuesta a R leguminosarum. Este experimento apoya la hipStesis de la lectina,
pero también indica que existen otros factores requeridos para la especificidad.

En el caso de alfalfa se describi6 una aglutinina que unfa a Rmeliloti!9), 3 esta
aglutinina no se la puede llamar lectina ya que no se encontraron adn azicares que inhiban la
interaccién. Estudios posteriores demostraron que esa aglutinacién era inespecifica, y era
debida a efectos electrostéticos®4).

El modelo mds aceptado para esta primera etapa de reconocimiento es el que
proponen Halverson y Slaocy(sn, y consiste en un contacto al azar entre la bacteria y la planta,
luego del cual seguirfa un fenémeno de adhesién especffica reversible. Finalmente se
sintetizarfan "adhesinas” extracelulares ("pili" o microfibrillas de celulosa) que harian
irreversible la unién.

Organogénesis del nédulo.

Los rizobios son capaces de inducir la divisién de las c€lulas de la raiz a distancia(¥,
Dicha informacién est4 contenida en el pSym(l‘“). Para ¢l comienzo del desarrollo del nodulo,
no es necesaria la deformacién total del pelo radicular, ya que mutantes que producen
enrulado parcial (exo y ndy)3%45.6sta tesis)

R leguminosarum cultivado en presencia de exudados vegetales, produce un factor
que altera la morfologia de la raiz(**), El efecto observado se lo denominé Tsr (thick short
root). La produccién del factor tsr, depende de los genes nod4 BC. Mutantes en estos genes no
inducen la divisi6n celular en la raiz, ni producen deformacién del pelo radicular. Esto sugiere

, inducen el comienzo de la organogénesis.

que existe algun tipo de relacién entre ambos eventos.
Crecimiento de los hilos de infeccién:

Luego dc la formacién del baculo de pastor la bacteria atrapada comienza a invadir la
célula del pelo radicular. La invasién comienza con la formacién de la mancha hialina ("bright
spot”). En este punto comienza a formarse el hilo de infeccién®?). Se ha descripto una mutante
de R rmrifolii que no puede penetrar la pared vegetal. Se observé en el sitio donde la mutante
tomé contacto con la raiz, estructuras electrodensas probablemente debidas a una respuesta
defensiva de la planta('u). En el caso de R.meliloti y alfalfa, los genes nodE y nodF son
necesarios para la formacién del hilo de infeccién(®2.

No sc conoce la estructura del material extrabacteriano dentro del hilo de infeccién. A
este respecto, es interesante seialar que recientemente se aislé un exopolisacdrido de
R.meliloti que no se une al calcofluor, y es sintetizado por una mutante (expR101 )(109). La
mutacidn se localiza en el cromosoma. Otras caracteristicas de este polisacdrido se discutirdn

mds adelante.

Tipos de nédulos:
Desde el punto de vista morfolégico (Fig. 8), los nédulos pueden ser de dos tipos:

determinados o indeterminados(!!*),

Las leguminosas de climas templados (alfalfa, trébol) desarrollan nédulos indeterminados.
Estos ticnen las siguientes caracteristicas: a) poscen un meristema definido durante el desarrollo del
nddulo, b) Poseen un sistema vascular abierto que conecta el sistema vascular de la raiz con el del
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meristema del nédulo, ¢) Las células infectadas presentan vacuolas, d) los compuestos nitrogenados
que se transfieren a la planta son asparagina y glutamina, y €) los bacteroides son elongados.
Generalmente estos nédulos son cilindricos y tienden a ser infectados por el género Rhaizobium.

Las leguminosas de climas tropicales (soja, lupin) forman nddulos determinados. Las
principales diferencias con los nédulos indeterminados son que mientras estos ltimos provienen de la
division de células corticales de capas mds internas y presentan actividad meristemdtica durante todo el
desarrollo, los nédulos determinados provienen de la division de células ubicadas justo debajo de la
epidermis, la actividad meristemdtica no es persistente, y estd limitada al periodo temprano de
desarrollo del nédulo. Posteriormente las células originadas por esas divisiones crecen en tamano. Este
tipo de nddulos tienden a ser infectados por Bradyrhizobium.

[l

C P
Gum R h s E ——p A

vB

Figura 8§) FORMACION DE NODULOS DETERMINADOS E INDETERMINADOS.

Panel Superior: N6édulo indeterminado.

Panel Inferior: Nédulo determinado.

Rh: rizobio, P: divisiones celulares, 1A, Area Infectada y region de fijacion de NZ’ NM: meristema del
nédulo, VB: paquete vascular, C: corteza.
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Estructura v organizacién de Ios genes relacionados con la nodulacién.

El estudio de los genes que intervienen en la nodulacion se realizé obteniendo mutantes
afectadas en este proceso. Posteriormente se las complementé con DNA de la cepa salvaje, y se
identificaron los loci y genes involucrados.

En principio se pueden obtener mutantes afectadas en varias etapas relacionadas con la
nodulacién (Tabla Vl)(lf”). En la prictica se pueden rastrear mutantes solo en aquellos fenotipos
sencillos. Las mutantes obtenidas son de tres tipos: de nodulacion (Nod"), de fijacién del N, (fix) an, y
aquellas mutantes que inducen la formacién del nédulo pero no lo colonizan, dando nédulos vacios o
pseudonddulos (Inf7)

TABLA VI
Fenotipos Posibles en los Procesos de Infeccién y Nodulacién

Estadio Abreviatura

(149)

I. Preinfeccién

1. Colonizacién de raiz Roc
2. Adhesién a la raiz Roa
3. Ramificacién del pelo Hab
4. Enrulado del pelo Hac
II. Infeccidn

5. Hilos de infeccién Inf

6. Iniciacién del nédulo Noi
7. Liberacién de bacterias Bar
8. Desarrollo del bacteroide Bad

I11.Funcién nodular

9. Fijacionde N Nif
10 Funciones del nédulo Cof
11. Persistencia del nédulo Nop

Mutantes Nod: Estdn afectadas en los genes nod. Estos genes se localizan en un pldsmido
pSym. Son de dos tipos: comunes a todas la especies de Rhizobium (nodABCD), y
especificos del rango de hospedador (nodEFGH). Las propiedades de sus productos y el
fenotipo infectivo se muestran en la Tabla VII. En la Fig. 8 se muestra su organizacién.

De estos genes s6lo el nodD se expresa constitutivamente, los restantes sélo se
transcriben durante el proceso de infeccién, y como resultado de la presencia de flavonoides o
isoflavonoides liberados por la planta (Tabla V). También se ha observado una secuencia
consenso de 26-28 bp llamada “"nod-box" frente a las unidades transcripcionales no
constitutivas(!6:120:126.156) - ge picnsa que el producto del gen nodD forma parte de un
mecanismo que sensa la presencia del flavonoide y frente a niveles adecuados promueve la
transcripcién de los genes regulados por la nod-box. A este respecto existe evidencia de que el
producto del gen nodD se une a esa secuencia consenso(*),

Mutantes Fix: Estdn afcctadas en los genes que se requicren para la fijacién del N, (genes nif).
Estos genes estdn localizados en €l mismo pldsmido pSym que los genes riod.



GEN

nodA
nodB
nodcC
nodD
nodk

nodF

nodG

nodH
nodl

nodJ

nodL
nodM

nodX

Tabla VIL
COMENTARIO FENOTIPO DE LAS MUTANTES Refs.

R. leguminosarum R.trifolii R.meliloti
Citopldsmico Hac™ Hac” Hac™ (78,115,118,120)

Hac” Hac’ Hac” (78,115,120)
Unido a membrana Hac’ Hac® Hac” (71,78,115)
Regulatorio Hac™ Hac” retraso (35.66,118)

retraso retraso retraso (21,66,121)

Nodt4)
pea

Homologia con retraso retraso (21,66,120,121)
"acyl carrier
protein”
Homologia con NI NI retraso (120,121)
ribitol deshidrogenasa

NI NI Hac™ (120,121)
Asociado 2 mem- retraso NI NI “43)
brana; homologia con
componentes de sistemas
de transporte
Probablemente retraso NI NI “43)
unido a membrana

? NI NI (36)
Homologia con NI NI (36)
amidofosforibosil
transferasa
Probalbemente unido O G4

a membranaB).
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NI: gen no identificado. ?: no sc aislaron mutantes, Hac™: no produce enrulamiento ni nédulos, retraso:
atraso en la aparicién de nddulos y reduccion en su nimero.
A Nodt en arveja.
B) confiere nodulacién a ardejas de Afghanisthan.
© Nod™ en arvejas de Afghanisthan.

R.l. bv. viciae <-M——' T Q—E-‘?. 40_.

R. l. bV. trlfOlil e Ge qpmum ¢
EF D

R. meliloti .D_.

Figura 9) ORGANIZACION DE LOS GENES nod EN VARIAS ESPECIES DE Rhizobium.

Los genes nodEFGH se denominan también isnBACD ©78)_Los circulos indican la presencia de la

"nod-box".
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Mutantes Inf: Estas mutantes producen nédulos no colonizados. Este tipo de mutantes no se
aislaron por bisqueda para ese fenotipo, sino por alteraciones en la cantidad de
exopolisacdrido producido, o mutagénesis dirigida a loci homdlogos a los chvA y chvB de A.
tumefaciens. En esta seccién se describirdn algunas caracteristicas de las mutantes obtenidas
en R meliloti.

Mutantes Exo: Para el aislamiento de estas mutantes se aproveché la capacidad del
exopolisacdrido acidico de unirse a un fluoréforo llamado Calcofluor®82), Las colonias de
mutantes no productoras de exopolisacdrido no fluorescen, y las sobreproductoras producen
mayor fluorescencia que la cepa salvajc(33). Las mutantes que carecen de este polisacdrido se
clasificaron en varios grupos de complementacién (Tabla VIII). Salvo algunas excepciones,
mutaciones en estos loci dan lugar a pseudonddulos. Salvo los loci exoC y exoD que son
cromosomales, el resto estdn agrupados en un pldsmido (pSymRmeSU47B)(44) que es distinto
al pSym que lleva los genes rnod.

Las mutantes sobreproductoras de exopolisacdrido aisladas (Tabla VIII) pertenecen a los
grupos Ry SG3), En cepas salvajes la produccién de este polisacérido se incrementa cuando las
bacterias se cultivan en medios pobres en Nitr6geno mientras que en estas mutantes la
sobreproduccién es constitutiva, pero s6lo las mutantes ExoS aumentan la produccién en

medios pobres(33).
Tabla VIII
UBICACION FENOTIPO NODULATORIO  EPS GLUCANO B (1-2) LPS
Plésmido? pseudonédulos - +
L n - + +e
Cromosoma " - - -
" . +¢ + +
Plasmido " - + +
" nédulos® +o o+ N.D.
" pseudonddulos +4 + +
" nédulos +/- + N.D.
" " +/- + N.D
" pseudonddulos - N.D N.D.
" " - + N.D.
" nédulos +/- + N.D.
" pseudonddulos +/- + N.D.
+ + - N.D. N.D.
N.D. pscudonédulos ++ N.D. N.D.
N.D. N.D. ++ N.D. N.D.

2 Se refiere al pSym RmeSU47B.
Son menos eficientes.
€ El exopolisacarido es anormal en cuanto a distribucién de pesos moleculares.
El exopolisacdrido es anormal debido a que no posee sustituycntes succinilo.
€ Posec propicdades electroforéticas anémalas
LPS: Lipopolisacdrido.
EPS: Exopolisacdrido.

Mutantes Ndv: Utilizando como sondas fragmentos de DNA de los loci chvA o chvB*) se
encontré homologia en varias especies de Rhizobiun®™), Los locus homélogos de R meliloti
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se clonaron y se prepararon mutantes dirigidas en cada una de estas regiones. Estas mutantes
indujeron la formacién de nédulos vacios en alfalfa. Por esta razén estos loci se llamaron ndv
(por nodule development) A y B (homélogos a los loci chvA4 y chvB de A. tumefaciens
respectivamenle)(39). Las mutantes NdvA no sintetizan glucano 8 (1-2), y sobreproducen la
proteina de 235 KDa intermediaria en la biosintesis de este polisacdrido. El locus ndv4
codifica para una proteina homéloga a la Hemolisina B (134,

Factores del hospedador involucrados en la nodulacién.

Las plantas hospedadoras poseen un mecanismo de regulacién del mimero de nddulos
formados%11%%), Los mecanismos regulatorios evitan la iniciacién de nuevas infecciones, y producen la
interrupci6n de los procesos infectivos iniciados.

Se ha identificado un grupo de aproximadamente 20 proteinas que parecen ser especificas del
nédulo, se las Ilamé nodulinas(4733°6.80), Algunas de esas protefnas estdn clonadas®). La miés
relevante es la leghemoglobina, una hemoproteina que le da el color rosado caracteristico al nédulo, y
cuya funci6n es mantener baja la pO, de manera tal que no inactive la nitrogenasa que es muy sensible
al O,

Se ha encontrado que mutantes Exo y Ndv s6lo estimulan la aparicién de dos nodulinas. Estas
son la NMS30y la ENOD2®). Esto ltimo sugiere que para la expresion del resto de las nodulinas es
necesario un desarrollo mds avanzado del nédulo.

En la Fig. 10 se muestran las interacciones (algunas confirmadas y otras posibles) entre
hospedador y hospedante para establecer un nédulo activo.
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Figura 10) INTERACCIONES ENTRE EL RIZOBIO Y LA PLANTA.




Polisacdridos producidos por Rhizobium y Agrobacterium.
Dentro de los polisacdridos producidos por los géneros Rhizobium y Agrobacterium, los més

estudiados son el exopolisacdrido acidico y el glucano 8 (1-2).

El exopolisacdrido acfdico constituye la capa mds externa de la c€lula, y es el responsable de la
mucosidad observada en estas bacterias. Su sintesis depende de la fase de crecimiento del cultivo. Estén
constituidos por "unidades repetitivas” que contienen distintos azicares. En un primer paso las
unidades repetitivas se sintetizan unidas a un lipido intermediario y luego polimerizan. De acuerdo a
los componentes se pueden clasificar en dos grupos, I: estan constituidos por D-glucosa, D-galactosa, y
4cido piridvico (7:1:1), y estdn presentes en R meliloti y A. tumefacie;u(157); y II: compuestos por D-
glucosa, D-galactosa, 4cido D-glucurénico, y 4cido pirdvico (5:1:2:2), y estdn presentes en R
leguminosarum, trifolii, y phaseoli(l 10,158)

La unidad repetitiva del exopolisacdrido clase I se muestra en la Figura 11. Su sintesis se
realiza utilizando como intermediario poliprenil fosfato(!33:139.140) (Fig. 11). También se determind
que los sustituyentes acetilos y piruvilos se incorporan antes de la polimerizacién. No fue posible
realizar in vitro este proceso. Se describié también que este polisacdrido estd succinilado. Este
polisacdrido es necesario para la invasién del nédulo, ya que mutantes que carecen del mismo (Exo”)
forman pseudonédulos(83).

Recientemente se informd que una cepa de R meliloti 1021 mutada en el locus cromosomal
expR101 produce un exopolisacdrido que consiste en un dimero de glucosa y galactosa(m”, ¥ presenta
uniones a (1-3) y B (1-3). La glucosa est4 sustituida en C6 con un grupo acetilo, y la galactosa en C4 y
C6 con un grupo piruvilo. Para su sintesis se requicren el locus exoB y los loci expA4-E ubicados en el
plasmido pRmeSU47b, estos iltimos loci no estan ligados al grupo exo(1%),

Glucanos B (1-2): Estos polisacdridos se encuentran tnicamente en la familia

Rhizobiaceae"*®). Son polimeros de glucosa con uniones B8 (1-2), no poseen extremo reductor porque
son ciclicos®¥, y su grado de polimerizacién varia entre 17 y 33(46L76) pycden aislarse tanto del
medio de cultivo como de las células(*¢*%%), Recientemente se describi6 que pueden estar sustituidos
en distintos grados con s7-1-glicerolfosfato y succinilos(*64.94.96),

La acumulacién del glucano B (1-2) estd relacionada con la osmolaridad del medio®>1%%), por
lo que se cree que estd involucrado en la osmorregulacion.

La sintesis del glucano B (1-2) no ha sido aclarada totalmente. El inico componente
identificado es una proteina de 235 KDa (pi235)(l61‘162) que actia como intermediaria, y estd presente
en membranas internas de 4. tumefaciens y R meliloti. Esta proteina no se encuentra en las mutantes
ChvBUD),

La sintesis in vitro del glucano B (1-2) se realiza utilizando membranas internas de A.
tumefaciens o R meliloti como enzima y UDPGIc como dador de glucosa, se requiere la presencia de
un catién divalente (Mg** o Mn++)(162). La sintesis puede dividirse en dos etapas (Fig. 12)(159). La
primera consiste en la elongacién de glucano 8 (1-2) lineal sobre la pi235, y es dependiente del cation
divalente. En la segunda etapa se produce la ciclacién y liberacién de la proteina del glucano 8 (1-2)
ciclico, dejando disponible la pi235 para la sintesis de otra molécula del polisacdrido.
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2)CICLACION Y LIBERACION:
UDP+pi235(Glc),, ® pi235+Glucano B(1-2) ciclico

Figura 12) SINTESIS DEL GLUCANO B (1-2.



OBJETIVOS

La presencia de determinados polisacdridos producidos por 4grobacterium y Rhizobium son
necesario para la interaccién con la planta.

Debido a que las mutantes ChvB no sintetizan glucano B (1-2) y carecen de la proteina
intermediaria de 235 KDa se realizaron estudios con el fin de determinar el producto del locus chvB, y
su relacién con la sintesis de este polisacdrido.

Debido al tamafio inusual de la proteina intermediara, se realizaron estudios con €l objeto de
determinar si fragmentos de menores son activos en la sintesis del glucano 8 (1-2).

Se conoce también que el grado de polimerizacién es caracteristico de cada especie, pero se
desconoce si tiene influencia en la interaccién con la planta. Por otra parte la dnica proteina conocida
en la sintesis del glucano 8 (1-2) es la protefna intermediaria de 235 KDa. Se realizaron experimentos
para determinar si esta proteina esta relacionada con el grado de polimerizacién del glucano, y si el
grado de polimerizacién es importante para la interaccién con la planta.

Por otra parte se estudiaron las caracteristicas bioquimicas de una mutante de Rmeliloti
(GRT21s) que forma pseudonddulos en alfalfa. También se estudié el fenotipo infectivo de esta
mutante, con el objeto de determinar que paso del proceso infectivo era incapaz de desarrollar.
También se complemento genéticamente esta bacteria, lo que permiti6 a determinar su genotipo.

Se realizaron estudios de hibridizacién de DNA con una cepa salvaje de R.meliloti, utilizando
como sonda DNA del locus chvB de A. tumefaciens. Con ésta técnica se intenté determinar la
naturaleza de 1a mutacién de GRT21s.






RESUMEN:

La biosintesis del glucano B (1-2) se lleva a cabo a través de una proteina intermediaria de 235
kDa (pi235). Mutantes chvB de A. tumnefaciens carecen de esta proteina y son incapaces de sintetizar
glucano B (1-2). Estudios previos con mutantes cAvB indicaron que este locus es un operén que abarca
por lo menos 5 kb, y que contendria por lo menos 3 gcncs(“). Por esta razén no existiria lugar fisico
suficiente en dicho locus para codificar por Ia pi235. Se estudié la sintesis de novo de proteinas en una
cepa salvaje de A. tumefaciens y una mutante chvB. La cepa mutante careci6 de la pi235. En estudios
realizados con una mutante chvB complementada con un pldsmido que contiene el locus chvB
(pPRAR205) se observé que sintetizan glucano B (1-2) a través de una proteina intermediaria de 150
kDa (pil50). Las proteinas intermediarias encontradas en cepas virulentas de A. tumefaciens que
tenian inserciones del transposén Tn3HoHol en distintos sitios "downstream” del locus chvB tenian
pesos moleculares comprendidos entre 145 y 228 kDa, y fueron funcionales en la sintesis del glucano B
(1-2). Significativamente el incremento del tamafio de la proteina intermediaria era directamente
proporcional a la distancia entre el sitio de insercién del transposén con respecto al extremo 3' del
locus chvB. La excepcién la constituye la cepa ME101 que produce una proteina intermediaria de
mayor peso molecular que la de la cepa salvaje. Esto es debido a que la correspondiente proteina
intermediaria incompleta estaba fusionada a la B-galactosidasa. Previamente se habian descripto dos
cepas virulentas de A. tumefaciens con inserciones de transposones dentro de la regién chvB. Un
mapeo més cuidadoso del locus civB de estas cepas revel que la localizacién de las inserciones era
incorrecta.

Se realizaron digestiones parciales con tripsina de membranas internas de una cepa salvaje de
A. tumefaciens en dos condiciones . La condicién 1 dio lugar a polipéptidos intermediarios de menor
peso molecular (200, 130 y 95 kDa) capaces de sintetizar glucano B (1-2) normal, indicando que
fragmentos de la pi235 conservan la actividad enzimdtica. La condicién 2 dio origen a tres polipéptidos
de 130, 110, y <20 kDa. Las digestiones parciales con tripsina de membranas internas de cepas que
producian proteinas intermediarias incompletas dieron origen a algunos fragmentos comunes con la
ccpa salvaje. El gen estructural de la pi235 comicnza dentro del locus chvB, a por lo menos 3,9 kb de su
extremo 3’ y se extiende entre 3,5 y 4 kb "downstrcam"” del locus. Segin los datos bioquimicos quedan
1,1 kb en el extremo 5’ del locus c/ivB nccesarias para la virulencia y la sintesis del glucano 8 (1-2) pero
que no codificarian para la pi235. En esta regién podria estar codificada otra proteina que juegue algin
papel en los procesos mencionados.
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INTRODUCCION
Estudios previos habian descripto mutantes de A. furmefaciens que eran avirulentas, e
incapaces de unirse a células vegetales™). La regién cromosomal involucrada fue llamada chvB. Estas
mutantes carecian del glucano 8 (1-2)(107) debido a que no posefan la pi235(l61). El mapeo de la regién
chvB se realiz6 utilizando el césmido pCD523 que contiene las regiones chvB y chvA®), se
generaron distintos clones que contenian inserciones del transposén 7n3HoHol en toda la regién
c/wB y sus zonas flanqueantes. Estos pldsmidos se introdujeron en la cepa A348, y por la técnica de
rescate del marcador se obtuvieron mutantes cromosomales en la regién chvB (Fig. 13). Asf se definié
que el locus chvB abarcaba 5 kb. Dentro de éste se encontraron dos inserciones del transposén
Tn3HoHol que daban lugar a las cepas virulentas ME116 y ME2 (Fig. 13). Estas inserciones sugerian
la existencia de por lo menos 3 genes necesarios para la virulencia. Este hallazgo resulté sorpresivo, ya
que datos de complementacién sugerian que las 5 kb formaban un operén y en general las inserciones
de transposones interrumpen la transcripcién de operones. Una ventaja del uso del transposén
Tn3HoHol (Fig. 14) es que produce fusiones transcripcionales con el gen lacZ(?®), y puede producir
fusiones traduccionales con la B-galactosidasa.
En este capitulo se describe la identificacién del producto de un gen de la regién chvB.
Sorpresivamente este producto resulté ser la pi235 y el gen que codifica para ésta, si bien comienza
dentro de la regién c/ivB. se extiende "downstream” del locus.

chvA chvB
—_— 1kb
[ ] ] —
+ * + - ¢ - - - +
T m 3 103 16 64 7313 [A]
¢+ 4+ - - +
35101 12 32 392 &3 72
B B cC CB

M pRAR 205

Figura 13) Mapa de las regiones chvAd y civB™), Con las barras negras se indican los loci chvA4 y
chvB. Las flechas indican la direccién dc transcripcién. Las lineas verticales indican los sitios de
insercién del transposén Tn3HoHol. Las lineas que estan hacia arriba indican aquellas inserciones
donde ¢l gen lacZ quedo en el sentido de transcripcién del locus chvB. Los signos (+)y (-) indican
fcnotipo virulento y avirulento respectivamente. Las lincas hacia abajo indican aquellas inserciones en
las que el gen lacZ del transposén quedo en el sentido contrario al de la transcripcién locus. En la
paric inferior se muestra el mapa de restriccién del fragmento de DNA cromosomal contenido en el
pldsmido pRAR205. B:BamH]I, C:Clal.
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Figura 14) Mapa del transposén Tn3HoHo1%?), Estructura y organizacién del transposén
Tn3HoHol. tmpR resolvasa y bla B-lactamasa, fripA transposasa. Esta iltima es no funcional.
lacZYA es el operén lac de E. coli. IR es la "inverted repeat” izquierda, e IRp es la derecha, IRS es
el sitio de resolucién interno, Sp es un sitio eucariotico de "splicing”, y A es un sitio eucariotico de
poliadenilacién. B:BamHI,Bg: Bgl I, C:Clal, E: Eco RI, K: Kpn L.
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RESULTADOS

Sintesis de novo de proteinas en Agrobacterium

Las mutantes chvB no poseen la pi235 unida a membranas internas. Con el objeto de
determinar si eran capaces de sintetizar la proteina intermediaria, se incubaron con 35S-metionina
células provenientes de cultivo en fase logaritmica de una cepa salvaje A. tumefaciens ((A-723) y una
mutante chvB (A-1045). Las células asi incubadas se lisaron y los lisados se sometieron a
ultracentrifugacién. Los sobrenadantes (citosol) y precipitados (membranas) obtenidos se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida y la radioactividad se detect6 por fluorografia (Fig. 15). En el
precipitado proveniente de la cepa salvaje (carril 4) se observé una proteina que comigré con los
standards de pi235 producida por A. tumefaciens (carril 3) o R meliloti (carril 6). Esta protefna
estaba ausente en los sobrenadantes de ambas cepas y en el precipitado de la mutante (carriles 1,2y 5).
Estos resultados sugirieron que la pi235 estaba ausente en la mutante, bien porque no se sintetiza, o
porque se degrada rdpidamente. Aunque en ningin caso se observaron proteinas de mayor tamafo que

la pi235. Es importante puntualizar que en el sobrenadante de la cepa mutante, no se observé la

acumulacién de ningin precursor de mayor peso molecular.

123456

Figura 15) Sintesis de proteinas en A723 y A1045.Células de A723 y A1045 se incubaron con As-
metionina de acuerdo al procedimiento descripto en Materiales y Métodos. Se tomaron alicuotas
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equivalentes a 50 Kcpm insolubles en TCA 10%, y se las sometié a electroforesis en gradiente de
poliacrilamida. La distribucién de la radioactividad se visualiz6 mediante fluorografia.

Carriles: 1) Sobrenadante A723, 2) Sobredante A1045, 4) Precipitado A723, 5) Precipitado A1045. Los
carriles 3 y 4 corresponden a standards de membranas internas de A. tumefaciens y R.meliloti
respectivamente incubadas con UDP[ C]Glc

Hallazgo de una proteina intermediaria de 150 kDa.

El fenotipo avirulento de las mutantes ChvB se complementa con el pldsmido pRARZOS(M).
Este pldsmido contiene la region chvB completa (5 kb). Debido a la ausencia de la pi235 en estas
mutantes, se pensé que el locus chvB estaria involucrado en la expresién o estabilidad de esta proteina.
Se analiz6 la proteina intermediaria producida por una mutante ChvB (A1011) complementada con el
pldsmido pRAR205 (cepa SCS5). Para ello membranas internas de esta cepa se incubaron en presencia
de UDP[MC]G]c, y se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida. Sorprendentemente,
luego de la tincién para proteinas (Fig. 16 A), la pi235 estaba ausente en los carriles correspondientes a
la cepa SCS. Luego de la fluorografia (Fig. 16 B), se observé que a diferencia de la cepa A723, en la
cual la radioactividad estaba asociada a la pi235, en la cepa SCS la marca estaba asociada a una
proteina de 150 kDa. En ambos casos la radioactividad asociada a las proteinas disminufa luego de la
adicion de UDPGIc no radioactivo al medio de incubacién, indicando que en ambas proteinas la

radioactividad estaba asociada a un producto con caracteristicas de intermediario.

B

1234567 8910112

A

[2a 1234567891011

Figura 16) Proteinas presentes en membranas internas de las cepas SC5, ME103, ME32, ME101, y
MET112. Las membranas internas se incubaron con UDP[ C]Glc y la fraccién insoluble en TCA 10%
se sometio a electroforesis en gradiente de po]mcrllamlda de acuerdo a lo descripto en Materiales y
M¢étodos. El pulso consisti6 en la incubacién con UDP[ C]Glc durante 10 min, el "chase" consisti6 en
agregar al medio de incubacién UDPGIc no radioactivo (2 mM) luego del pulso € incubar por otros 30
min. A) Tincién con Coomassie Blue, B) Fluorografia. Los niimeros sobre la izquierda indican el peso
molecular en KDa de los standards.Carriles 1y 2) 4. tumefaciens ME112; 3 y 4) A. tumefaciens




MEI103; 5y 6) A. tumefaciens ME32; Ty 8) A. tumefaciens ME101; 9y 10) A. tumefaciens SC5;y 11
y 12) A. tumefaciens salvaje (A90). Los carriles pares corresponden al pulso y los impares al "chase”.

Produccién de glucano 8 (1-2) in vivo e in vitro por la cepa SCS.

Con el objeto de verificar si la pi150 presente en la cepa SCS sintetiza glucano 8 (1-2) normal,
se incubaron como se describe en Materiales y Métodos membranas internas de esta cepa con
UDP[”C]GIC. La fraccién neutra obtenida se sometié a cromatografia liquida de alta presién,
juntamente con [3H]glucano B (1-2) producido con membranas internas de la cepa salvaje A723. La
distribucién de radioactividad obtenida con €l material proveniente de Ia cepa SCS fue la misma que la
obtenida con la cepa salvaje, indicando que el polisacdrido formado por la pil150 es un glucano 8 (1-2)
indistinguible del producido por la pi235 (Fig. 17).

6- ;E:- 1 1 I T i 1 1 T 1 L
v T | ]
" o3
€
a

Tiempo de retencion (min)

Figura 17) Polisacdridos sintetizados in vitro por membranas internas de 4. fumefaciens SCS. La
fraccién ncutra obtcnida de la incubacién de membranas internas de la cepa SC5 con UDP[“C]Glc
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(ver Materiales y Métodos) se someli6 a cromatografia lfquida de alta de presién. Se utilizé una
columna "Carbohydrate Analysis”, usando como solvente de corrida Acetonitrilo:agua [65:35] a 1
ml/min. Se tomaron alicuotas de 0,5 ml y se determiné la radioactividad. (—) [*c), SCs, (--) [3H],
AT23.

El glucano B (1-2) celular acumulado por las cepas A723 y SCS se extrajo con TCA 1% y se
someti6, como se describe en Materiales y Métodos, a cromatografia en columnas de Bio Gel P-4 . El
glucano B (1-2) producido por la cepa salvaje eluy6 con un K,,=0,20 (no mostrado) idéntico al
compuesto observado en la cepa SCS. Estos resultados indican que el tamaiio del glucano producido in
vivo por la cepa SCS, es el mismo que el producido por la cepa salvaje.

Hallazgo de proteinas intermediarias de distintos tamaiios.

El pldsmido pRAR?205 conticne un fragmento de DNA de 9 kb clonado en el sitio Bam HI del
vector pTJSll40(34). La regién chvB se encuentra en el extremo 3’ del fragmento y abarca 5 kb de
DNA. Las restantes 4 kb en el extremo 5’ no estdn involucradas en la virulencia. La pi150 podia haber
estado codificada dentro o fuera de la regién chvB. Por otra parte, si estuviera codificada en dicha

regién, y fuera un fragmento de la pi235, el gen completo debiera extenderse por lo menos 2.2 kb
"downstream" el extremo 3’ de la regién chvB. Por esta razén se prepararon membranas internas de
cepas de A. tumefaciens con inserciones del transposén Tn3HoHol 0,5 kb "upstream” (cepas ME103
y ME32, avirulentas) y 2 kb "downstream” del extremo 3’ del locus chvB (cepas ME113 y ME101,
virulentas) (Fig. 13). Las membranas intcrnas de estas cepas incubadas con UDP[”C]Glc, se
sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida (Fig. 16). En las cepas ME103, ME32, ME112y
ME101 no se detectd pi235 por tincién con Coomassie Blue (Fig. 16 A).

Las membranas inlernas de la cepa ME103 no presentan radioactividad incorporada a ninguna
proteina, lo cual es cohcrente con su incapacidad para sintetizar glucano 8 (1-2); en la cepa ME32 la
radioactividad estaba asociada a una proteina de 145 kDa (Fig. 16 B carril 3). En el caso de membranas
internas de la cepa ME112 se encontré que la radioactividad estaba asociada a proteinas entre 172 y
150 kDa. En la cepa ME101 la radioactividad aparecié distribuida en una zona de peso molecular
mayor a 235 kDa, y cn otras seis proleinas de las cuales la de mayor peso molecular corresponde a 208
kDa. La radioactividad asociada a estas proteinas (cepas ME32, ME112 y ME101) disminuyd luego de
un "chase” con UDPGlc no radioactivo, indicando un comportamiento tipico de intermediarias.

Estudios sobre la sintesis in vitro del glucano 8 (1-2) por las cepas ME 103, ME32, ME112 y ME101.
Debido a que las membranas internas de las cepas ME32, ME112 y ME101 poseen proteinas

que se comportan como intermediarias y que en la cepa ME103 no se detectan proteinas
intermediarias, se estudid si estas membranas internas eran activas en la sintesis de glucano 8 (1-2).

Las fracciones neutras obtenidas luego de la incubacién de membranas internas con
UDP[”C]Glc (ver Materiales y Métodos) se sometieron a cromatografia liquida de alta presién. Se
utiliz6 como standard interno [3H]glucano B (1-2) sintetizado por membranas internas de A.
tumefaciens A-723. Como se mencioné antcriormente las membranas internas de la cepa ME103 no
sintetizan glucano B (1-2).En los otros tres casos se observé sintesis de glucanos cuyos tiempos de
retencion y abundancia relativa correspondian al producido por A-723 (Fig. 18 A, B, C), indicando que
no estd afectada la sintesis de glucano g8 (1-2).
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Un pérrafo aparte merece el caso de la cepa ME32. Esta cepa es avirulenta, pero poseia una
proteina intermediaria activa y sintetiza glucano g (1-2). Se discutird mds adelante este caso particular.

10

v )
e

-

-

~
~~

n

-

!
70

Tiempo de retencion (min)

Figura 18) Polisacdridos sintetizados in vitro por membranas internas de A. tumefaciens ME32,
ME101, ME112. v A723. Se procedio de acuerdo a lo indicado en la Figura S. La linea punteada

corresponde al standard interno de ["H]glucano g (1-2) sintetizado por la cepa A723. Panel A) ME101,
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Panel B) ME32, Panel C) ME112, y panel D) A723 (membranas internas preincubadas con tripsina
bajo condicién 1).

Presencia del glucano B8 (1-2) en extractos celulares de las cepas ME32, ME35 y ME101.
Los extractos de TCA 1% provenientes de las cepas ME32, ME35, ME101 y A-723 se

cromatografiaron en columnas de Bio Gel P4. El polisacdrido de K, ,=0,20 presente en la cepa salvaje
(Tabla IX) que corresponde al glucano B (1-2), se encontré en las tres cepas. La cantidad de
polisacdrido recuperado en cada una de las cepas se detalla en la Tabla I. La cepa ME35 (cuya protefna
intermediaria se estudiard en el préximo apartado) produjo poco mds del doble que la cepa salvaje, la
cepa ME101 un 50% mdés y la cepa ME32 aproximadamente la misma cantidad. Estos resultados
indican que la acumulacién del glucano no estd afectada en ninguna de estas cepas que contienen
proteinas intermediarias de menor tamaiio. Entre ellas se destaca la cepa ME32 que acumula glucano 8
(1-2) en cantidad semejante a la cepa salvaje, pero es avirulenta.

TABLA IX
GLUCANO 8 (1-2) RECUPERADO DE DISTINTAS CEPAS
A B
CEPA K AV CANTIDAD
A348 0,20 1,73
ME32 0,20 1,46
ME35 0.20 421
MEI101 0,20 2,61

A Determinado en Bio Gel P4.
B mg. de azicar/mg. de peso humedo de células.

Mapeo bioquimico del gen de 1a pi235.
Para determinar el tamafio del fragmento de DNA que codificaba para esta familia de

proteinas intermediarias, y verificar si el caso de la cepa ME101 era o no una excepcion, se investigaron
las proteinas intermediarias producidas por cepas con inserciones del transposén Tn3HoHol a
distintas distancias "downstream"” del extremo 3’ del locus chvB. En la Figura 19 se muestran los
resultados obtenidos luego de haber somctido a electroforesis en geles de poliacrilamida las
membranas internas aisladas de las distintas cepas incubadas con UDP[MC]GIC. Por tincién con
Coomassie Blue sélo en las cepas ME112 y ME111 se observaron proteinas de peso molecular
comprendido entre 150 y 235 kDa que no estaban presentes en la cepa salvaje (Fig. 19 A). En la Tabla
X se muestran los pesos moleculares de las proteinas intermediarias formadas por las membranas
internas de las distintas cepas luego de incubarlas con UDP[MC]Glc. Estos pesos moleculares fueron
calculados a partir de los datos obtenidos de la fluorografia (Fig. 19 B ). En la Figura 20 se muestra la
correlacién lineal existente entre el incremento del peso molecular aparente de las proteinas
intermediarias y el incremento de la distancia entre el extremo 3’ de la regién chvB y la insercién del
transposén. El desvio respecto de la linealidad observado en la cepa ME111 se atribuy6 a una falta de
exactitud cn la estimacién del peso molecular en proteinas mayores que 205 kDa. Se concluyé que la
proteina intermediaria en la biosintesis del glucano 8 (1-2) estaba codificada en un gen que comenzaba
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aproximadamente 4 kb "upstream" el extremo 3’ del locus chvB, y se extendia hasta un punto ubicado
entre 3,1 y 4.4 kb "downstream" dicho extremo (Fig. 21).

A ‘B
a1 23456789101 alt 234567809100
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Figura 19) Proteinas intermediarias incompletas presentes en distintas cepas de A. tumefaciens. Se
incubaron membranas internas de distintas cepas de A. fumefaciens en presencia de UDP[MC]GIC
como se detalla en la Fig. 4. La fraccién insoluble en TCA 10% se someti6 a electroforesis en gradiente
de poliacrilamida. A) tincién de proteinas con Coomassie Blue, B) fluorografia. Carril a) Standards de
alto peso molecular, 1y 11) A723; 2) ME4; 3) ME111; 4) ME35; 5) ME101; 6) ME3; 7) ME112; 8)
SC5; 9) ME32; y 10) ME103. Los niimeros sobre la izquierda indican el peso molecular en KDa de los
standards. :

TABLA X
COMPARACION DEL TAMANO DE PROTEINAS INTERMEDIARIAS TRUNCADAS CON
EL FRAGMENTO DE DNA CODIFICANTE

1. Cepa 2. Peso 3. Distancia al 4.Tamano esti- 5.Origen del 6. Diferencia de
Molecular extremo 3’ mado del DNA gen (kb) peso molecular
KDa? (kb)b codificante (kb)c (KDa)e

ME32 145 -0,2 38 4,0 -5

SCs 150 0 39 39 0

ME112 177 08 4.6 38 27

ME3 188 12 49 3,7 38

ME101 208* 1,6 54 38 58

ME35 218 2,1 5.7 3.6 68

MEI11 229 31 6 29 79

ME4235 235 44 6.1 1,7 85

2 Tamaiio de las proteinas calculado a partir de los valores obtenidos en la Figura 19 B.
P Distancia entre el extremo 3’ de la region chvB y el sitio de insercion del transposon Tn3HoHol en cada cepa.
€ Se calculd el tamafio del fragmento de DNA que codificaria para la proteina intermediaria considerada (1 aminoacido=3
bases=115 Da).
El origen del gen se calcul restando del tamano del gen el fragmento de DNA codificante (Columna 4-columna 3).
€ Porcion de la proteina intermediaria que estd codificada downstream de la region chvB (columna 2-150 KDa).
= Se considero la proteina intermediaria de este tamano, pues la de mayor tamano es una fusion con B-galactosidasa.
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Figura 20) Correlacién entre el peso molecular de las proteinas intermediarias y la distancia entre la
localizacién del transposén 7n3HoHol y el exiremo 3' del locus chvB. Se utilizaron los valores
obtcnidos en la tabla II (APM columna 6;4 kb columna 3). En la cepa ME101 se consideré el valor de
208 kDa.

Estudio de la regién chvB cn la mutantes ME2, ME116, y ME32.

Los datos obtenidos hasta este momento eran incongrucntes con algunos resultados publicados
previamente. En primer término, la localizacién en el locus chAvB de las inserciones del transposén
Tn3HoHol en las cepas virulentas ME2 y MEI116 (Fig. 13). Esta localizacién habia sido establecida
sobre el pldsmido en el cual se produjeron las inserciones del transposén(y). Postcriormente este
pldsmido se introdujo en la cepa sa]vag'e A348, y se realizé la homogenotizacién por intercambio de
marcadores (resistencia a antibidticos) 7). En estc proceso la regién mutada contenida en el pldsmido
s¢ intercambia con la regién cromosomal homéloga salvaje. Como resultado final, la regién salvaje se
pierde, y la regién mutada queda incorporada al cromosoma™117), sj en Ia cepa ME116 la insercién
del transposén Tn3HoHol se hubicra producido donde fue originalmente mapeada en el pldsmido, el
p¢ptido que debiera sintetizarse seria mds pcquciio que el presente en la cepa ME103 e inactivo en la
biosintesis del glucano. Sin embargo se detecta una pi235. Para determinar si el sitio mapeado en el
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pldsmido correspondia al cromosomal, se extrajo DNA total de la cepa ME116 y también de las cepas
ME2, 13, 32, 39, 73, 103, y 64. Salvo para las cepas ME2 y ME116 que poseian la regién cAvB intacta,
se confirmé que el mapa informado previamente era correcto.

chvA chy B
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Figura 21) Ubicacién del gen estructural de la proteina intermediaria de 235KDa. Con las barras
negras sc indican los loci chvA y chvB. Las flechas indican la direccién de transcripcién. Las lineas
verticales indican los sitios de insercion del transposén 7n3HoHol. Las lineas que estan hacia arriba
indican aquellas inserciones donde el gen lacZ quedo cn el sentido de transcripcién del locus chvB.
Los signos (+)y (-) indican fenotipo virulento y avirulento respectivamente. Las lincas hacia abajo
indican aquellas inserciones en las que el gen lacZ del transposén quedé en sentido contrario al de
transcripcién del locus. La caja en la zona inferior indica ubicacién del gen estructural de la pi235. La
zona rayada indica el extremo NH, terminal codificado en la region chvB.

Por otra parte la cepa ME32 es avirulenta, pero como ya se demostrd, la sintesis del glucano g
(1-2) no estd afectada, lo que constituia una excepcién a la correlacion observada entre virulencia y
sintesis de glucano B (1-2) en las mutantes ChvB. Otra diferencia con las mutantes ChvB es que esta
cepa es cfectiva en el ensayo de unidn a células vegetales. Para determinar si esta cepa era una doble
mutante, se introdujo en ella el césmido pCD323, que contiene las regiones chvA4 y chvB completas.
La cepa transconjugante seguia siendo avirulenta, indicando que la mutacion responsable de su
fenotipo no estd localizada en el locus ¢/1vB ni en el chivA.

Parte de los experimentos mencionados en este apartado, fueron realizados por el Dr. G.
Cangelosi, en el laboratorio del Dr. E. Nester de la Universidad de Washington, Scattle, USA.

Actividad B-galactosidasa unida a membranas internas en la cepa ME101.

Como se describié previamente, el transposén 7n3HoHol puede generar fusiones
transcripcionales entre el gen lacZ y genes de la c¢lula rcccplora(lzs). Esta propiedad es iitil para
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determinar el sentido de transcripcién de los genes que interrumpe por medicién en la célula entera de
la actividad B-galactosidasa. En el caso particular de este trabajo de tesis, fue notable encontrar en la
cepa ME101 una proteina intermediaria de mayor tamafio que la presente en la cepa salvaje, lo que
podria deberse a la formacién de una fusién traduccional entre la proteina intermediaria y la 8-
galactosidasa. Para determinarlo, se midi6 la actividad de esta enzima en células enteras y membranas
internas purificadas. Como se muestra en la Tabla XI, las Unicas membranas internas que mostraron
actividad de B-galactosidasa son las provenientes de la cepa ME101. La actividad de la enzima en
células enteras de las cepas ME 32 y ME3 fue superior que en la cepa salvaje A723, pero en ninguna de
ellas se observé actividad unida a membrana, indicando que en ninguna de ellas se habian generado
fusiones traduccionales con proteinas de membranas.

TABLA XI
ACTIVIDAD DE 8-GALACTOSIDASA EN CELULAS ENTERAS Y MEMBRANAS INTERNAS
ACTIVIDAD DE -GALACTOSIDASA™)

CEPA Células enteras Membranas Internas

AT23 12,4 <0,1

ME32 238 <0,1

ME3 18,7 <0,1

MEI101 11,4 61,2

A) Unidades de enzima por mg. de proteina.

Dicestién parcial con tripsina de membranas internas de 4. tumefaciens.

Sintesis de glucano 8 (1-2)

Tal como se describié existen cepas virulentas de 4. tumefaciens que producen proteinas
intermediarias de meénor tamafo que la pi235, indicando que proteinas truncadas son activas en la
sintesis del glucano B (1-2). Con el objeto de averiguar si fragmentos de la pi235 generados por
proteolisis eran también capaces de actuar como intermediarios en la biosintesis del glucano B (1-2), se
trataron membranas internas de A. tumefaciens A-723 con tripsina. Los tratamientos se realizaron de
mancra tal que la proteolisis no fuera extensiva. La digestién se detuvo con inhibidor de tripsina de soja
(SBTI). Las membranas internas tratadas de esta manera se incubaron durante distintos tiempos con
UDP[MC]G]C (condicién 1) (ver Materiales y Métodos). Se determind la radioactividad presente en la
fraccién neutra y en la fraccién insoluble en TCA 10% (Fig. 22). En el control sin tratar la
incorporacién de radioactividad a la fraccién ncutra (glucano g8 (1-2)), fue lineal hasta los 20 min. En
las membranas tratadas con tripsina, la incorporacién fue lineal hasta los 10 min (Fig. 22 A). La
radioactividad en la fraccién insoluble en TCA 10% alcanz6 un méximo a los 10 min
independientemente del tratamiento con tripsina (Fig. 22 B). La fraccién neutra obtenida sc sometié a
cromatografia Iiquida de alta presién . Los glucanos observados fueron indistinguibles de los glucanos
formados por membranas internas no tratadas (Fig. 18 D).
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Figura 22) Incorporacién de IMC lucosa a glucano 8 (1-2) v protcina intermediaria por membranas
internas de A723 preincubadas con tripsina. Membranas internas de A723 se preincubaron con tripsina
a 10°C durente 5 min (condicidn 1). Posicriormente se agrago UDP[MC]Glc y SBTI y se incubo
durante 10 min. A) Incorporacién a la fraccion neutra. B) Incorporacién a la fraccién insoluble en TCA
10%. (~-+) Membranas internas sin preincubar, f-<) membranas internas preincubadas con tripsina.

Formacién de polipéptidos intcrmediarios.
La fraccién insoluble en TCA 10% proveniente del tratamiento con tripsina en la condicién 1

se somelti6 a electroforesis en geles de poliacrilamida, su fluorografia se muestra en la figura 23. En el
carril 1y 2 se muestra el control en el que el SBTI fue agregado a la mezcla de incubacién antes que la
tripsina. No se observé inhibicién de la incorporacién de la radioactividad a la pi235. También se
verificé que actuaba como intermediario, debido a que la radioactividad asociada a ella disminuyé
luego de la adicién de UDPGlc no radioactivo (carril 2).

La digestién con tripsina genera 3 nuevos fragmentos de 220, 180, y 95 kDa (Fig. 23 carril 3 y
Fig. 24 carril 2) que incorporaron radioactividad a partir de UDP[“C]GIC. También se¢ observé una
reduccién de la radioactividad asociada a la pi235.

La radioactividad unida a los fragmentos fue desplazada por el agregado de UDPGIc no
radioactivo (Fig. 23 carril 4) indicando que en esos fragmentos la actividad como intermediario estaba
conservada.

36
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Figura 23) Polipéptidos intermediarios en la biosintesis del glucano B (1-2). Membranas internas se
preincubaron a 10°C con tripsina, al cabo de 5 min se agrego UDP[“C]Glc y SBTI (en el control estos
se agregaron junto con la tripsina) y se incubaron durante otros 10 min. La fraccién insoluble en TCA
10% se someti6é a electroforesis en gradiente de poliacrilamida. La radioactividad se visualizé por
fluorografia. Carriles 1 y 2) control; carriles 3 y 4) tratado con tripsina. Los carriles impares
corresponden al pulso y los impares al chase. Los nimeros a la izquierda indican el peso molecular en
KDa de los standards. El chase se realiz6 como en la Figura 16

Digestién parcial de la pi233 previa incubacién con UDP[**C]Glc

Cuando la digestion con tripsina se realizé sobre membranas internas incubadas previamente
con UDP[14C]G]C (Condicién 2, Materiales y Métodos), se observé como diferencia mas notable
respecto a la condicién 1, la ausencia del fragmento de 90 kDa, y la aparicién de un péptido de peso
molecular aparente menor a 20 kDa (Fig. 24 carril 3). Estos resultados indican que el patrén de
digestién con tripsina difiere de acuerdo a si la digestion es realizada antes o después de la incubacién
con UDPGlc.
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Figura 24) Polipeptidos originados por tratamiento con tripsina de membranas internas de distintas

cepas. Las membranas internas de distintas cepas fueron incubadas con UDP[""C]Glc durante 10 min.
Lo indicado como tratamiento corresponde a: (-) control, (1) tratamiento con tripsina en condicién 1,
(2) tratamiento con tripsina en condicién 2. Los nimeros a la izquierda indican el peso molecular en
KDa de los standards.

Digestién parcial con tripsina de membranas internas de cepas que producen proteinas intermediarias

de menor peso molecular.

Con el objeto de demostrar la relacién existente entre la pi235 y las proteinas intermediarias
de menor peso molecular aparente observadas en la mutantes estudiadas, se procedié a comparar su
mapa triptico.

Como se muestra en la Fig. 24 todas las mutantes conservan el fragmento de 130 kDa
(condicién 1), y los de 130 y 110 kDa (condicién 2). Estdn ausentes los de 90 kDa y <20 kDa (cond. 1y
2 respectivamente). Estos resultados demuestran que existe una regién comin entre la pi235 y las
proteinas intermediarias de todas las mutantes analizadas. Esta regién comin genera los fragmentos de
130 y 110 kDa que necesariamente estdn codificados por la regién cavB (ver mapa de localizacién de
las inserciones analizadas en la Fig. 21).

El fragmento de 90 KDa obtenido en la condicién 1 con la cepa salvaje, y ausente en las
mutantes, puede deberse a la presencia de un scgundo sitio de glicosilaciéon codificade fuera de la
region chvB. Para verificar esta posibilidad, se sometieron a digestién con tripsina bajo condicién 1
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membranas internas de las cepas ME35 y ME 111. El fragmento de 90 KDa estd ausente en la cepa
ME35 (Fig. 25 A), y presente en la cepa MEI111 (Fig. 25 B). Esto indica que el segundo sitio de
glicosilacién estarfa codificado entre las inserciones ME35 y ME111 (Fig. 21).
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Figura 25) Polipéptidos originados por el tramtamiento con tripsina de membranas internas de las
cepas ME35 y ME111. Las membranas internas de las cepas ME35 (Panel A carril 2) y ME111 (Panel
B carril 2) se trataron con tripsina en condicion 1 de acuerdo a lo indicado en Materiales y Métodos. La
fraccién insoluble en TCA 10% se sometié a electroforesis en gradiente de poliacrilamida. La
radioactividad se visualiz6 por fluorografia. El carril 1 corresponde a la cepa salvaje (4. tumefacierns
A348). Los mimeros a la izquierda indican el peso molecular en KDa de los standards.




DISCUSION

El locus chvB codifica funciones involucradas en la unién de A. tumefaciens a células
vegetales. Las mutantes ChvB son inmdviles e incapaces de unirse y transformar células vegetales.
Estas mutantes tampoco producen el glucano g (1-2) ciclico, ya que carecen de la pi235(161). Debido a
que las mutantes ChvB son pleiotrépicas, la avirulencia puede deberse tanto a la ausencia de glucano 8
(1-2) como a la de algiin otro factor no detectado. En lo que hace a la biosintesis de este polisacdrido, la
dnica proteina identificada es la proteina intermediaria de 235 KDa (161162) gado el gran tamaito de
esta proteina, no se puede descartar que ella contenga todas las actividades enzimdticas necesarias para
la biosintesis del glucano. La pi235 no se sintetiza en mutantes ChvB.

Por estudios de mutagénesis sitio dirigida se habia determinado que el locus chvB tenfa un
tamafio de 5 kb®), Existian dos cepas virulentas (ME2 y ME116) con inserciones de transposén
Tn3HoHol dentro de la regién chvB, que sugerian la existencia de por lo menos 3 genes, ninguno del
tamafio suficiente para codificar la pi235. El estudio de la regién chvB de las cepas ME2 y ME116
indicé que las inserciones estdn fuera de este locus. Ain asf, el tamafio de la regién chvB es
insuficiente para codificar por la pi235, ya que se requiere un fragmento de 6,2 kb.

Una mutante ChvB complementada con un pldsmido que posee la regién chvB produce una
proteina intermediaria de 150 kDa. Esta pil50 posee algunos fragmentos tripticos en comiin con la
pi235 indicando que aquélla es un fragmento de ésta que adn conserva su actividad biol6gica. Estos
fragmentos tripticos provicnen de regiones de la protcina codificados en el locus chvB. Estos
resultados indican, ademds, que no es la pi235 lo necesario para virulencia, sino su producto, €l glucano
B (1-2). Esta observacién se confirmé postcriormente cuando se observé que mutantes no infectivas
ExoC poseen la pi235 cn cantidades ain mayores que la cepa salvaje,pero son incapaces de producir
glucano B (1-2) por falta de UDPGIc!9),

Cepas virulentas de 4. tumefaciens con inserciones del transposén Tn3HoHol a distintas
distancias "downstream" del extremo 3’ del locus chvB producen proteinas intermediarias cuyos
tamanos se correclacionan con la distancia entre el sitio de insercién del transposén y el locus chvB.
Estas proteinas intermediarias también contienen fragmentos tripticos comunes con la pi235 y la pil50.
Considerando el tamaiio de la proteina intcrmediaria formada cn cada cepa mutante sc pudo calcular
cl tamafio del gen estructural de la pi3s.

El gen de la pi235 comienza a 1 kb "downstream” del extremo 5’ del locus chvB, y finaliza
entre 3,1 y 4,4 kb "downstrcam” el extremo 3’ dc dicho locus, abarcando como minimo 7,1 kb. El peso
molecular de la proteina derivada de tal fragmento de DNA es de 280 kDa. La diferencia entre este
tamafo y el estimado por electroforesis en gel de poliacrilamida podria deberse a tres razones. La
primera es que la asignacién del peso molecular aparente se realizé utilizando standards de peso
molecular de menor tamaio que la proteina dc interés; por lo tanto es factible un error. La segunda
razén es que ¢l hecho de que esta proteina estd inserta en la membrana permite suponer que tiene
muchos dominios hidrofébicos, por lo tanto uniria mas SDS que una protcina citosélica o periférica de
membrana, aumentando la movilidad en una electroforesis en geles de poliacrilamida. La tercera razén
podria deberse al hecho de que existiria una prepi235 del peso molecular mencionado que sufre un
procesamiento proteolitico para insertarse en la membrana interna. Estas hip6tesis no son excluyentes,
y sc debe seguir estudiando para llegar a una conclusién cicrta.

La avirulencia de la cepa ME32 no podia ser explicada, ya que posee una insercién del
transposén Tn3HoHol cn el extremo 3’ del locus chvB, pero produce una proteina intermediaria de
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tamafio muy parecido a la cepa SCS, y no tiene afectada su capacidad de sintetizar glucano 8 (1-2). Se
demostr6 que en realidad es una doble mutante, ya que la avirulencia no se complementa con un
césmido que lleva las regiones chvA4 y chvB completas.

En la cepa ME101 se encuentra una proteina intermediaria de peso molecular mayor a 235
kDa, lo que constituye una sorpresa. En realidad esta proteina resulta de la fusién de la B-galactosidasa
con una proteina intermediaria de aproximadamente 208 kDa. La prueba de ello es que, a pesar de que
B-galactosidasa es una enzima citosélica, en esta cepa se la encuentra unida a membranas internas.

El tratamiento con tripsina de las membranas internas de la cepa salvaje dio lugar a
polipéptidos capaces de actuar como intermediarios en la sintesis del glucano B (1-2). El hecho de
haber obtenido fragmentos discretos no se debe a que en la pi235 existan pocos sitios de corte para la
tripsina, sino probablemente a que estdn ubicados en el intcrior de una vesicula inaccesible para la
tripsina, ya que si se rompen las vesiculas con SDS 1%, la pi235 se degrada exhaustivamente®®), El
hecho de que no se altere la actividad enzim4tica de la pi235 indica que los sitios activos estan intactos.
Es posible que se conserve la estructura terciaria responsable de la sintesis del glucano B (1-2). En el
mantenimiento de esa estructura pueden estar involucrados también fragmentos que no hayan
incorporado glucosa radioactiva.

En la cepa salvaje se observaron distintos patrones de digestion por tripsina entre la condicién
1y 2. Ya que en la condicién 1 la digestién con tripsina se realiza antes de la reaccién de sintesis del
glucano B (1-2), y en la condicién 2 ambas reacciones ocurren simultaneamente.La diferencia
observada podria debcrse a que durante el curso de la reaccién la pi235 sufre cambios estructurales,
que exponen nuevos sitios de clivaje a la proteasa. Esto es particularmente visible para el fragmento de
90 kDa, que no se observa en la condicién 2.

La ausencia de Jos fragmentos tripticos de menor peso molecular en las mutantes analizadas
podria deberse a dos razones: a) una estructura (crciaria distinta y, b) la presencia de dos sitios de
glicosilacién. En la regién chvB estaria codificado un sitio de glicosilacién, probablemente en las 500
pares de bases situadas entre las inscrciones ME103 y ME32 (Fig. 13). El fragmento de 90 kDa
obtenido por tratamicnto en la condicién 1 poseeria el segundo sitio de glicosilacién que estaria
situado "downstream"” dcl locus c/zvB c¢n una ubicacién que seria simétrica con la del primer sitio, entre
las inserciones ME35 y ME111 (Figs. 21y 25). El gran tamafio de la proteina intermediara, el hecho de
que sélo una porcién de clla es suficicntc para la biosintesis del glucano g8 (1-2), y la posible existencia
de dos sitios de glicosilacién simétricos sugieren que el gen de la pi235 podria derivar de la duplicacién
de un gen ancestral que codificaba para una proteina intermediaria mds pequeiia. En tal sentido resulta
interesante buscar en otras especies alguna proteina que esté involucrada en la biosintesis de
polisacdridos que puedan estar reclacionados con el posible gen ancestral. Esta bisqueda también
podria lievarse a cabo mediante hibridizaciones, utilizando como sonda DNA del locus chvB.

En el mapco del gen de la pi235, qued$ un fragmento de DNA de 1 kb al que no se le ha
podido asignar funcién. Dicho fragmento puede codificar para alguna proteina ain no identificada
involucrada en la sintesis del glucano B8 (1-2) y en la virulencia. También podria codificar para la
porcién proteica de una posible prepi235 que se escinde por protedlisis, o bien regular la expresién del
gen de la pi235. En este aspecto resulta notorio el hallazgo de una proteina, que adicionada junto con
una mutante ChvB a una herida, da lugar a la formacién de tumor. Esta proteina también restituye la
capacidad dec estas mutantes de adherirse a c€lulas vegetales en suspensién. Esta proteina es de 14 kDa
y se la llamé "ricadhesina"'?). Podria succder que la ausencia del glucano S8 (1-2) produzca



"’ alteraciones en la membrana interna de la bacteria como resultado de las cuales se inhiba la seerecaén
. de determmadas protefnas, entre las que podr(a estar la ncadhesma. y




" CAPITULO 2
CARACTERIZACION DE UNA MUTANTE DE RHIZOBIUM MELIL OTI QUE PRODUCE
‘ PSEUDONODULOS EN ALFALFA.
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RESUMEN

Rhizobium meliloti GRT21s es una cepa mutante que produce pseudonédulos en alfalfa y es
inmdvil. Se determiné que es incapaz de formar "baculo de pastor”, mancha hialina, e hilo de infeccién
en pelos radiculares de alfalfa. Esta mutante produjo el doble de exopolisdcarido que la cepa parental
(GR4); pero no se encontré glucano 8 (1-2) ni en el sobrenadante de medio de cultivo, ni en un extracto
celular. La mutante es incapaz de sintetizar in vitro glucano 8 (1-2) debido a que carece de la proteina
de 235 kDa. Las caracteristicas fenotipicas mencionadas son idénticas a las encontradas en cepas
mutantes ChvB de 4. tumefaciens.
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INTRODUCCION

Los resultados expuestos anteriormente indican que la regién chvB estd involucrada
directamente en la biosintesis del glucano B (1-2), por lo que se atribuye al mismo importancia en la
virulencia de A. tumefaciens. El glucano B (1-2) también estd presente en otros miembros de la
familia Rhizobiaceae, lo que hace suponer que debe existir algin locus homdlogo al chvB en esas
especies. De hecho se buscaron zonas homélogas al chvB en otras especies que sintetizan glucano 8 (1-
2). En el caso de R.meliloti, se encontré homologia con los loci chvB y chvA4 (9, Esta homologia se
extiende a R. phaseoli, R. Trifoli y R. leguminosarum, pero no a B. japonicum. Recientemente se
describié que mutantes sitio dirigidas de R.meliloti afectadas en los loci homdlogos a chvA4 y chvB
producian pseudonddulos en alfalfa. Estos loci se denominaron ndvA y ndvB respectivamente (Fig.
26). Paralelamente en el grupo del Dr. Olivares con el objeto de obtener cepas de R.meliloti curadas
de los megapldsmidos, se cultivé una ccpa salvaje (GR4) a altas temperaturas (entre 37 y 38,5°C).
Entre las cepas aisladas se obtuvo una mutante que inducia pseudondédulos en alfalfa. A esta mutante se
la llamé GRT21s (14D, y poseia los tres megapldsmidos caracteristicos de la cepa salvaje.

R.meliloti GRT21s fue estudiada en nuestro laboratorio. Los resultados obtenidos son el

objeto de este capitulo.

chv A chv B -
P RS —
E € E E BBE BE EE E B E EE

ndv A ndv B

Figura 26) Organizacién de las regiones cav dc A. tumefaciens y ndy de R.meliloti®**), Las barras
negras indican la zona que abarca cada locus. La flechas indican ¢l sentido de transcripcion de los locus
chvA y chvB. El fragmento Eco RI clonado en el pldsmido pTY12 es el que contiene el locus ndvB. E.
Eco RI, B: Bam HI.




RESULTADOS

Estudio del proceso infectivo en Rhizobium meliloti GRT21s.
Debido a que esta mutante es capaz de inducir la forrnacién de pseudondédulos en alfalfa, fue

de intéres determinar el grado de interaccién de la bacteria con la planta. Para ello se estudié el
proceso infectivo por microscopia éptica. Las rafces provenientes de plantas inoculadas con la cepa
parental (Rhizobium meliloti GR4), o con la cepa mutante (Rhizobium meliloti GRT21s), se tifieron
con azul de metileno, y s€ observaron en un microscopio de campo claro.

Las deformaciones de los pelos radiculares y el desarrollo posterior del proceso infectivo
inducido por R meliloti GR4 no difiri6 del descripto para otras cepas salvajes de R meliloti. El primer
evento observado fue el giro de 180° en la direccién de crecimiento del pelo radicular, con la formacién
de un rulo ("curling” o enrulamiento) (Fig. 27 A). Una vez formada est4 estructura se produce otro giro
de 180° en el mismo sentido que el giro inicial, produciendo la estructura conocida como "bdculo de
pastor” ("shepherd’s crook") (Fig. 27 B). En el punto central de este giro queda atrapada la bacteria.
Este constituye el punto de entrada del microorganismo al pelo radicular. Cuando se produce la
invasién del pelo por parte de Riizobiurn meliloti, se forma la denominada mancha hialina, que con el
colorante utilizado se tiie de azul intenso. Desde el punto donde se observa la mancha hialina se
comienza a formar el hilo de infeccién (Fig. 27 C).

En estudios previos se habia determinado que Rhizobium meliloti GRT21s producia
enrulamiento, pero no hilo de infeccién. Un estudio mds detalllado confirmé la presencia de rulos (Fig.
28 A). A diferencia de la cepa salvaje, el segundo giro se produjo en dngulos y direcciones distintas a las
del giro inicial, dando lugar a estructuras crréticas (Fig. 28 B). En estas deformaciones no se observé
mancha hialina ni inicio de hilo de infeccién.

Produccién de exopolisacdrido.

Trabajos prcvios(sz) habian demostrado que mutantes de R meliloti que no formaban un

R

exopolisacdrido detectado por la fluorescencia del Calcofluor™, inducian la formacién de

pseudonddulos en raices de alfalfa.

Las colonias que formaba R. meliloti GRT21s, eran mucho més mucosas que las formadas por
R. meliloti GR4. Ademis, presentaban mayor fluorescencia en placas de Calcofluor (Fig 29). Debido a
que la mucosidad de las colonias y la fluorescencia al Calcofluor correlacionan con la cantidad de
exopolisacdrido, se procedié a cuantificarlo, determinar su distribucién de peso molecular, su
composicién semicuantitativa y la presencia de sustituyentes no glicosidicos (restos acetilos y piruvilos).
Los datos obtenidos se resumen en la Tabla XII. Sc observa que la cepa mutante produce e] doble de
exopolisacdrido que la ccpa parental. Esta diferencia es la responsable de la mayor mucosidad y
fluorescencia en presencia de Calcofluor. No existié ninguna otra difercncia en las caracteristicas
estudiadas.
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Figura 27) Deformacién e infeccién de la raiz de alfalfa inducida por R.meliloti GR4. Las raices se
inocularon y tifiieron de acuerdo a lo descripto en Materiales y M¢todos.

A) Rulo (flecha), B) Béculo de pastor (flecha), y C) Béculo de pastor, mancha hialina, e hilo de
infeccién (flecha). Barra 20 wm.




Figura 28) Deformacién de la raiz de alfalfa inducida por R.meliloti GRT21s. Las raices se inocularon
y tinieron de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos.
A) Rulo (cabeza de flecha), B) Deformacion (Flecha y cabeza de flecha). Barra 20 um.
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Figura 29) Fluorescencia en placas de Calcofluor de R.meliloti GR4 y GRT21s. Se observd la
fluorescencia a la luz ultravioleta de distintos clones de las cepas GR4 (A) y GRT21s (B) en placas
conteniendo medio LB sélido suplementado con Cellufluor (0,02%)

TABLA XII
CARACTERIZACION DE EXOPOLISACARIDO PRODUCIDO POR R.mieliloti GR4Y GRT21s
CANTIDAD DE SE'STI'I'UY[ZN'I'}ZD
CEPA Ef_mpolisncz{ndoA Glucosa Galactosa KA.V O-Acetilo Ac. pirudvico
GR4 0,78 444 - 0,16 0.8 1,37
GRT21s 1353 ++++ + 0,16 0.9 1,48

A ;
mg. de peso seco mg. de protefna celular.

Determinado por cromatografia en papel (solvente B). La cantidad de cruces indica intensidad relativa.
(@ 3 g o

Determinado por cromatografia en Bio Gel ASm.
D

Moles de sustituyentes /8 moles de azicar.

Ausencia de glucano B8 (1-2) en sobrenadantes de cultivo de R. meliloti GRT21s.

La sobreproduccién de exopolisacdrido por parte de R. meliloti GRT21s es una caracteristica
notable de esta mutante , pero no puede atribuirse a ella la formacién de pseudonddulos en raices de
alfalfa, debido a que mutantes de R. meliloti con este fenotipo inducen nédulos efectivos. En nuestro
laboratorio se observé también sobreproduccion de exopolisacdrido por parte de A. fumefaciens
cultivadas en medio de alta osmolaridad, y en mutantes ChvB. Estos antecedentes condujeron a estudiar
con mayor detalle otros polisacdridos secretados, en particular el glucano B (1-2). Para ello los
sobrenadantes de cultivo de R. meliloti GR4 y GRT21s, obtenidos como se detalla en Materiales y
Métodos, fueron analizados por cromatografia en columnas de Bio Gel P-4 para determinar la
presencia de polisacdridos (Fig 30). En la cepa salvaje se obtuvieron polisacdridos que eluyen con
K,y=0,18 y 0,38 respectivamente (Fig. 30 A). En la cepa mutante se encontraron ambos compuestos
(Fig.30 B), pero el correspondicnte a K,,,=0,18 era menor, y su distribucién irregular. A fin de
proceder a la caracterizacion de ambos compuestos se juntaron las fracciones correspondicntes y se

sometieron a hidrélisis total o parcial y cromatografia de los productos, de acucrdo a lo descripto en

49




50

Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla XIII. El hallazgo de manosa
probablemente se deba a mananos provenientes del extracto de levadura presente en el medio de
cultivo. La glucosa y galactosa se atribuyeron a la presencia de unidad repetitiva del exopolisacdrido. La
hidrélisis parcial del material de K ,,=0,18 correspondiente a la mutante no generé ni soforosa ni una
serie de oligosacdridos homélogos y de grado de polimerizacién creciente. Estos oligosacdridos se
originan por la hidrélisis parcial del glucano B (1-2), y se encontraron cuando se someti6 a ese
tratamiento el compuesto de K ,,,=0,18 obtenido de la cepa salvaje. Estos resultados indican que el
glucano g (1-2) est4 ausente en el medio de cultivo de la cepa mutante.

0,6
05
04
03
02
0,1

Glucosa (mg/ml)
o

o
[e,]
T
Il

1 1 ] ' -

0 0,2 04 06 08 10
Kav

Figura 30) Polisacdridos presentes en el sobrenadante de medio de cultivo de R meliloti GR4
GRT21s. Los sobrenadantes de medio de cultivo provenientes de R meliloti GR4 (A) o GRT21s (B) se
fraccionaron de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos. El concentrado obtenido se
cromatografié¢ a traves de una columna de Bio Gel P-4. Los azicares presentes en cada fraccié se
dosaron por el método del fenol/Sulfirico.
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TABLA XIII
COMPOSICION SEMICUANTITATIVA DE LOS PICOSDEK 4y/=0,18 Y 038
CEPA Kyv HIDROLISIS TOTAL HIDROLISIS PARCIAL
Glucosa galactosa manosa glucosa solorosa Manosa

0.18 ++++ + + ++ + +
GR4

0.38 ++++ + ++ + +

0.18 ++++ + ++ + +
GRT21s

0.38 ++++ + + +

Los aziicares se revelaron con el método de la plata alcalina. Las cruces indican la intensidad de la mancha

Ausencia del glucano 8 (1-2) en extractos celulares provenientes de R. meliloti GRT21s.

La ausencia de glucano 8 (1-2) en el medio de cultivo R meliloti GRT21s implicaba que esta
cepa o no lo sintetizaba, o era incapaz de secretarlo. Para verificarlo, se prepararon extractos celulares
con TCA 1% de las cepas salvaje y mutante, y los mismos se cromatografiaron en columnas de Bio Gel
P-4 (Fig. 31) en las mismas condiciones descriptas en el punto anterior. En el extracto correspondiente
a R meliloti GR4 (Fig. 31 A) se separaron tres compuestos de K , ,=0; 0,18 y 0,83; mientras que en el
mismo extracto de R meliloti GRT21s (Fig. 31 B) estaba ausente el compuesto de K, ,,=0,18. Con ¢l
fin de caracterizar este polisacdrido ausente en la cepa mutant, se juntaron las fracciones comprendidas
entre K,y,=0.12 y 0,27 correspondicntes a la cepa salvaje. El concentrado se cromatografié en
columnas de Dowex AG2x10 con el objcto de climinar compuesios aniénicos (unidad repctitiva del
exopolisacarido). Bajo estas condiciones el 90% del polisacdrido se recuperé en la fraccién neutra. Esta
fraccion de someti6 a hidrdlisis total o parcial y posterior cromatografia descendente de sus productos.
En el hidrolizado total sélo se detecté glucosa. En el hidrolizado parcial se observé la presencia de
glucosa. soforosa y de una serie se oligosacdridos homdlogos de grado de polimerizacién creciente que
se correspondian con los de un hidrolizado parcial de [14C]glucano B (1-2) bien caracterizado. De csta
manera se verific6 que el compuesto de K,,,=0,18, que no se acumula en Rmelilori GRT21s, es
glucano 8 (1-2).
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Figura 31) Polisacdridos presentes en extractos celulares de R.meliloti GR4 v GRT?21s. Los extractos
de TCA 1¢c provenientes de celulas de R.meliloti GR4 (A) o GRT21s (B) y la cromatografia en Bio

Gel P-4 se realizaron de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos. El dosaje de azicares se
realizaron de la misma manera que en la figura 30.

Sintesis "in vitro” del glucano 8 (1-2).

Con el fin de determinar si fracciones subcelulares de R meliloti GRT21s eran capaces de
sintetizar "in vitro" glucano B (1-2), se prepararon membranas internas de R. meliloti GR4 o GRT21s
que se incubaron con UDP[“C]G]c, como se describié en Maleriales y Métodos. La cepa salvaje
incorpord a una fraccién neutra 4,12 pmoles/min.mg proteina de glucosa. La cepa mutante incorporé
30 veces menos glucosa a esta fraccién. Ambas fracciones neutras se sometieron a cromatografia
liquida de alta presién (Fig. 32), juntamente con [3H]glucano B (1-2) producido por membranas
internas de una cepa salvaje de A. tumefaciens (A723). Los compuestos formados por la cepa salvaje
eluyeron con distintos tiempos de retencién (Tr) (Fig. 32 A). El primer compuesto eluyd con Tr= 5
min y correspondia a un compuesto de bajo peso molecular no caracterizado. Los restantes compuestios
eluyeron con Tr mayores a 20 min, y correspondian a glucano 8 (1-2), cuyo Tr aumenta con el grado de



polimerizacién. La cepa mutante s6lo produjo el compuesto con Tr= 5 min (Fig. 32 B), indicando que
es defectiva en la biosintesis del glucanos 8 (1-2). En R meliloti 1a produccién de glucano 8 (1-2) con
grados de polimerizacién mayores estd favorecida en comparacién con A. tumefaciens (Fig. 32
A)ELT6)

La fraccién neutra de la cepa salvaje fue sometida a hidr6lisis 4cida parcial en presencia de un

standard interno de glucano B (1-2) de A. tumefaciens. La cromatografia en papel confirmé su
identificacién como glucano g (1-2).
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Figura 32) Polisacdridos sintetizados in vitro por membranas internas de R.meliloti GR4 y GRT21s.
Las fracciones neutras obtcnidas por incubacién de membranas internas de R meliloti GR4 y GRT21s
con UDP[“C]Glc, se sometieron a cromatografia liquida de aita presién. A) GR4, linca liena,10.000
cpm. Con linea punteada se muestra el perfil de la fraccién neutra obtenida de la incubacion de
membranas intcrnas de A. tumefaciens con UDP[3H]Glc. B), GRTls, linea llena,5.000 cpm. La

columna (Lichrosorb-NH,), se eluy6 a 1 ml/min con acetonitrilo HyO [70:30). La radioactividad se
midi6 en fracciones de 0,5 ml

Ausencia de la pi235.

La sintesis dcl glucano B (1-2) se lleva a cabo utilizando una proteina intermediaria de 235
kDa (pi235) unida a membranas internas. Dcbido a que la mutante estudiada no produjo glucano 8 (1-
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2) "in vivo" o "in vitro”, se estudi6 la presencia de esta proteina intermediaria. Para ello se realizaron
electroforesis en geles de poliacrilamida de membranas internas purificadas provenientes de ambas
cepas incubadas con UDP[HC]GIC (Fig. 33). Luego de la tincién con Coomassie Blue se encontré en la
cepa salvaje una proteina con un peso molecular aparente igual a la pi235 de A. tumefaciens (Fig. 33
A carriles 1 y 2). Esta proteina estaba ausente en la cepa mutante (Fig. 19 A carriles 3 y4). La
fluorografia (Fig. 33 B) revel6 que en la cepa mutante no se incorporé radioactividad a ninguna
proteina. En la cepa salvaje la radioactividad se acumul$ en una proteina del mismo tamano que la
pi235 de A. tumefaciens (carril 1). Esta radioactividad se redujo considerablemente luego de agregar
al medio de incubacién UDPGIc no radioactiva (carril 4), tal como habfa sido observado en A.

tumefaciens.

A B

12341 234

1

Figura 33) Proteinas presentes en membranas internas de R.meliloti GR4 y GRT21s. La fraccién
insoluble en TCA 109 provenientes de la incubacion de las membranas internas de R.meliloti GR4
(carriles 1y 2) y GRT21s (carriles 3y 4) con UDP[MC]GIC se sometio a electroforesis en gradiente de
poliacrilamida. A) Tincion con Coomassie Blue, B) Fluorografia. Los carriles impares corresponden al
pulso, los pares al chase.
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Estudios de movilidad

Se estudié en medios semisclidos la movilidad de las cepas salvaje y mutante. En contraste con
lo observado para R. meliloti GR4 (Fig. 34 A), R. meliloti GRT21s no forma halo de crecimiento
alrededor del punto de siembra (Fig. 34 B), indicando que es inmdévil. La cepa mutante también resulté
ser inmévil cuando se lo observé por microscopia de contraste de fase. Por microscopia electrénica de

transmision no se detectaron flagelos en la cepa mutante (Fig. 35).

Figura 34) Movilidad de R.meliloti GR4 y GRT21s. La movilidad de distintos clones de R.meliloti
GR4 (A) y GRT2Is (B) se determind por cultivo en medio AMA suplementado con agar 0,35%,
durante 48 hs a 28°C.




Figura 35) Microfotografia electrénica de células de R meliloti GR4 v GRT21s. Cultivos de GR4 (A) y

GRT21s (B) en medio liquido se procesaron y observaron en el servicio de microscopia electronica del
Departamento de Virologia del INTA Castelar.

TABLA XIV

COMPARACION DE LAS CARACTERISITICAS FENOTIPICAS DE LAS
MUTANTES ChvB Y NdvB.

A.tumefaciens A.tumefaciens R.meliloti R.meliloti
A348 Al1011 GR4 GRT21s
Virulencia
o infectividad - - + «
Union a células )
vegetales. §2 £, + b b
Movilidad + . + s
Cantidad de
exopolisacdrido + - + e
Presencia de
glucano B(1-2) in vivo - - +
Presencia de
glucano B(1-2) in vitro + - +
Presencia de la pi235 + - + .

# Unicn a células vegetales en cultivo,
b 44 s .
? Union a raices vegetales, este expenmento fue realizado por A. Lagares (UNLP).
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DISCUSION
Fenotipo de R meliloti GRT21s.
Los estudios sobre R meliloti GRT21s son de utilidad para aclarar algunos aspectos del

proceso de nodulacién y el rol de los polisacéridos. El aspecto mds interesante de esta mutante fue su
capacidad de inducir la formacién de nédulos vacios (pseudonédulos). Esta caracteristica fenotipica se
habfa descripto previamente en una familia de mutantes que no producian exopolisacérido (Exo"). De
ellas s6lo se estudi6 el proceso infectivo en mutantes de los grupos By H®*83). Bacterias mutantes del
grupo B se adhieren a la raiz, producen ramificaciones del pelo radicular, pero no inducen
enrulamiento. Se las puede aislar de nédulos, pero no se encuentran dentro de la célula cortical, sino en
los espacios intersticiales. En las mutantes ExoH, que producen un exopolisacdrido no succinilado, esta
retrasada la formacién de rulos y bdculos de pastor. El hilo de infeccién formado no avanza mds alld de
la corteza del nédulo.

R meliloti GRT21s se aislé de nédulos, pero al igual que las mutantes ExoB, esta presente
solo en los espacios intercelulares!*D. A diferencia de las mutantes Exo es capaz de producir
enrulamiento pero no bdculo de pastor. Es probable que en esta mutante este defecto sea el
responsable de la falta de invasién del nédulo. El fenotipo de esta mutante demuestra que, en la
simbiosis R meliloti alfalfa, el proceso de deformacién del pelo radicular no depende de una unica
schal, que luego de ser emitida dispararia irreversiblemente el proceso infectivo, sino que la bacteria no
s6lo induce sino que también controla hasta su finalizacién dicho proceso para el que seria necesario la
accién sincronizada de varios genes. La presencia de bacterias en espacios intercelulares puede deberse
a la penetracién por intersticios abiertos en el proceso de crecimiento de la raiz o durante la formacion
del pseudonddulo.

En contraste con las mutantes Exo’, la cepa GRT21s es ain mds brillante en placas de
Calcofluor que la cepa salvaje, debido a que sobreproduce exopolisacdrido. Este polisacdrido es normal
en cuanto a peso molecular, y contenido de los sustituyentes estudiados. Otros autores han descripto
para mulantes equivalentes resultados dispares respecto al contenido y constitucién del
exopolisacdrido. El grupo de G. Ditta®® publicé que en las mutantes NdvB la cantidad de
exopolisacdrido era normal, mientras que el grupo de Piihler®® comunics que otra mutante NdvB
producia mayor cantidad de un exopolisacdrido que carecia de piruvato. Ambos resultados no coinciden
con lo encontrado en la mutante GRT21s. En nuestro laboratorio se observé también sobreproduccidn
de exopolisacdrido en mutantes ChvB de A4. tumefaciens, v en una cepa salvaje de la misma especie
cuando se cultiva en medios de alta osmolaridad que reprimen la sintesis de glucano 8 (1-2)(159). El
exceso de exopolisacdrido podria atribuirse a un aumento de la oferta de UDPGIc en la célula.

La mutante GRT21s no producia in vivo o in vitro glucano B (1-2). Estas caracteristicas son
idénticas a las descriptas para las mutantes ChvB de A. tumefaciens que se resumen en la Tabla X1V.

En el préximo capitulo se presenian los estudios genéticos que demuestran que R.meliloti
GRT21s es una mutante NdvB.






RESUMEN

Se introdujeron en R meliloti GRT21s pldsmidos conteniendo la regién chvB o ndvB. En las
cepas obtenidas se estudiaron las caracteristicas fenotipicas. La presencia de cualquiera de estos
pldsmidos en GRT21s restituy6 la movilidad, la formacién de. béculo de pastor ¢ hilo de infeccién en
pelos radiculares. La morfologia de los nédulos resultantes resulté indiferenciable de los inducidos por

la cepa salvaje, y fueron capaces de reducir acetileno. Estos resultados sugieren que Rmeliloti
GRT21s es una mutante NdvB.
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INTRODUCCION

En el caprtulo anterior se determiné que R meliloti GRT21s era incapaz de sintetizar glucano
B (1-2) debido a que carece de la pi235, es inmévil por carecer de flagelo, y es incapaz de infectar pelos
radiculares de alfalfa. Estas caracteristicas fenotipicas son idénticas a las que presentan mutantes ChvB
de A. tumefaciens (falta de pi235, falta de flagelo, y avirulencia). El fenotipo avirulento de estas
iltimas mutantes es asimilable a la incapacidad de invadir pelos radiculares de GRT21s. Por otra parte
mutantes NdvB también forman pseudonédulos y son incapaces de formar hilo de infeccion®7). Estas
observaciones sugerian fuertemente que GRT21s es una mutante NdvB. Para obtener evidencia del
locus afectado en la mutante GRT21s, se introdujeron por conjugacién pldsmidos que contienen las
regiones chvB o ndvB , y se estudiaron las caracteristicas fenotipicas de las cepas obienidas.
Previamente otros grupos, habian complementado mutantes ChvB con el locus ndvB®?, 1o que hacia
suponer que genes de A. tumefaciens se expresarian en R.meliloti.



RESULTADOS

Pldsmidos usados para complementar R.meliloti GRT21s.
Para realizar los estudios de complementacién de GRT21s se utilizaron pldsmidos que

contenian las regiones chvB o ndvB.

El fragmento de DNA que contiene la regién chvB es de 5 kb, y fue aislado de A.
tumefaciens A348. Dicho fragmento juntamente con 4 kb provenientes de la regién"upstream” al
extremo 5, estd clonado en el sitio BamH1 del vector pTJS140 (que codifica la resistencia a
carbenicilina). Este pldsmido d¢ denomina pRARZOS(u) (Fig. 13). También se utilizé el césmido
pCD523(34), que contienc las regiones chvB, chvA, 3,8 kb entre ambas regiones, y regiones
flanqueantes (Fig. 47 C). El fragmento de 3,8 kb es necesario para restituir la sintesis de la pi235.

El fragmento de DNA que contiene la regién ndvB fue aislado de R meliloti 102F34, y
consiste en un fragmento EcoR1 de 6,4 kb clonado en el vector pRK290(39) (que codifica la resistencia
para tetraciclina) Este pldsmido se denomina pTY12 y fue cedido gentilmente por el Dr. G. Ditta®)
(Fig. 47 C). Se utiliz6 también el pldsmido p186 que contiene un fragmento Eco RI de 6,4 kb clonado
en el vector pSUP102(98) (Fig. 36).

Los pldsmidos se introdujeron en GRT21s mediante un sistema de conjugacion triparental, en
el cual GRT21s era la cepa receptora, la cepa de E. coli que contiene el pldsmido es la cepa dadora y la
cepa pRK2013 de E. coli que lleva la region fra necesaria para la transferencia se la denomina "helper”.
En el caso del pldsmido p186, no es necesaria la cepa "helper”, ya que la cepa de E. coli que contiene al

: : 2
mismo posee la regién fra en €! cremosomal®?,

Figura 36) Organizacion del fragmento de DNA clonado en el p186 que complementa R. mieliloti
GRT21s E: Eco RI, S: Sal I, X: Xho 1, H: Hind I1I.
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Figura 37) Movilidad de R.meliloti GR4 v GRT21s. SC1. v SC135. La movilidad de distintos clones de
R.meliloti GR4 (A), GRT21s (B), SC1 (C), y SC15 (D) se determino por cultivo en medio AMA
suplementado con agar 0,35%, durante 48 hs a 28°C.

Movilidad.
En contraste con Rhizobium meliloti GRT21s las cepas complementadas con la region chvB
o ndvB son moviles presentando halo de crecimiento alrededor del punto de siembra en agar

semisdlido (Fig. 37).

Formacidn de baculo de pastor, mancha hialina ¢ hilo de infeccidn.

Tal como se describié Rhizobium melilori GRT21s es incapaz de formar bédculo de pastor. El
pldsmido pRAR205 (chvB, cepa SCI1) y el plasmido pTY12 (ndvB, cepa SC15) fueron capaces de
restituir en la mutante la capacidad de formar bdculo de pastor en alfalfa (Fig. 38 A B). Se observé que
una vez formado el mismo, el proceso continia su desarrollo normal con la formacién del hilo de
infeccion (Fig. 38 C,D). Estos resultados sugieren que la incapacidad de Rhizobium meliloti GRT21s
de formar un bdculo de pastor correcto, seria el defecto primario que le impide llevar adelante el

proceso infectivo.

Nodulacién v reduccién de acetileno

Al cabo de cuatro semanas las plantas inoculadas con las cepas SC1 y SC13 alcanzaron mayor
tamano que las inoculadas con la mutante (Fig. 39). Por otra parte, mientras los nédulos formados por
la cepa mutante son redondos y blancos incapaces de reducir acetileno, las cepas SC1 y SC135 dieron
lugar a la aparicion de nédulos elongados (Fig. 40) y rosados en mimero similar a los formados por la
cepa salvaje . Estos nddulos fueron capaces de reducir acetileno en cantidades eqivalentes a la cepa

salvaje.
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Figura 38) Deformacién e infeccién de la raiz de alfalfa_inducida por R.meliloti. Las raices se
inocularon y tifiieron de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos.

A) Bdculo de pastor (cabeza de flecha) inducido por la cepa SC1, B) Bdculo de pastor (cabeza de
flecha) inducido por la cepa SC15, C) Hilo de infeccién (flecha) inducido por la cepa SC1, y D) Hilo de
infeccién (flecha)inducido por la cepa SC15. Barra 20 um.




Figura 39) Plantas de alfalfa inoculadas con distintas cepas de R.meliloti. Las plantas de alfalfa se
inocularon con las cepas GR4 (A), GRT21s (B), SC1 (C), y SC15 (D) de acuerdo a lo descripto en
Materiales v Métodos. La fotografia se tomo luego de cuatro semanas de la inoculacién.

64




Figura 40) Nd6dulos formados por distintas cepas de R.meliloti. Cuatro semanas después de la
inoculacién con SC15 (A), SC1 (B), GR4 (C) y GRT21s (D) se separaron los nédulos formados y se
fotografiaron.

Estudios realizados con las cepas TUly RAG1
La presencia de los pldsmidos pCD523 (cepa RAG1) o p186 (cepa TU1) en GRT21s restituyé
la movilidad y la formacién de nédulos activos (datos no mostrados). Aunque no se estudié en detalle el

proceso infectivo, se supone que también se restituye la formacién de bdculo de pastor, mancha hialina

¢ hilo de infeccidn, requisitos necesarios para la formacion de nédulos activos.
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DISCUSION

Las cepas SC1 y SC15 son derivadas de R meliloti GRT21s que poseen pldsmidos que llevan
las regiones chvB y ndvB respectivamente. Dichas cepas resultaron ser mdéviles en agar 0,4%, y
también fueron capaces de inducir la formacién de b4culo de pastor. Una vez formada esta estructura el
hilo de infeccién se desarrolla normalmente. La morfologfa de los nédulos formados fue idéntica a los
inducidos por la cepa salvaje. Estos nédulos fueron capaces de reducir acetileno. Por lo tanto los
pldsmidos que contienen™as regiones chvB y ndvB le restituyen a GRT21s las caracteristicas
fenotipicas de la cepa salvaje, indicando que la mutacién de R meliloti GRT21s esté relacionada con el
locus rdvB. El hecho de que sea posible complementarla con el locus chvB responsable de la sintesis
del glucano B (1-2), indica que una vez restituida la presencia de este polisacdrido se restituye el
fenotipo salvaje. Estos resultados indican que la ausencia del glucano 8 (1-2) es la responsable del
fenotipo observado en GRT1s, lo que extiende la importancia de este polisacdrido mds alld de lo
observado en 4. tumefaciens, y consolida la idea de que es esencial para el desarrollo de una
interaccién temprana con la célula vegetal.

Si bien no es posible descartar que exista otra mutacién en GRT21s, es claro que la mutacién
complementada con los loci ndvB y chvB es la inica que afecta las propiedades simbi6ticas de la
mutante.

Otro hecho notorio, si bien previsible, fue que la complementacién se logré6 con DNA
proveniente de A. tumefaciens.
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RESUMEN.

Se estudiaron los glucanos B (1-2) producidos in vivo € in vitro por una mutante NdvB de
R meliloti complementada con DNA de A. turnefaciens o R meliloti. El grado de polimerizaci6n del
glucano B (1-2) formado fue idéntico al formado por la cepa dadora del DNA. Cepas de A.
turnefaciens con inserciones del transposén Tn3HoHol "upstream” el locus chvB producen glucanos
cuyos grados de polimerizaci6n resultaron ser idénticos al de la cepa salvaje (K ,y,=0,20). Dichos
resultados indican que las regiones chvB y ndvB dirigen el grado de polimerizacién del glucano 8 (1-
2). El mapa triptico de la proteina intermediaria de 235 KDa de A. tumefaciens es idéntico al de
R meliloti. Se analizaron las proteinas intermediarias producidas por las cepas complementadas. Una
mutante NdvB complementada con el pldsmido pRAR205 produjo una protefna intermediaria de 150,
idéntica a la producida por una mutante ChvB complementada con el mismo pldsmido. Las cepas SC15,
TU1, y RAG1 produjeron proteina intermediaria de 235 KDa .
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INTRODUCCION

Parala silmesis del glucano B (1-2) se requieren por lo menos: A) una glucosil transferasa g (1-
2) que transfiera glucosa, del UDPGlc al polisacdrido naciente; B) un aceptor sobre el cual construir la
cadena glucosidica, que actuaria como intermediario; y C) una ciclasa, que cerraria la cadena.

El dnico componente identificado es el referido en B) que es una proteina de 235 KDa (pi235)
presente en la membranas internas de A. tumefaciens y Rmeliloti), Esta proteina esta ausente en
las mutantes ChvB. No se conoce la naturaleza de los otros componentes, aunque existen evidencias
indirectas que indicarian que todas las funciones estarian contenidas en la pi235. El grado de
polimerizacién del glucano B (1-2) puede estar regulado por la glucosil transferasa, o por la ciclasa.

De la biosintesis del glucano B (1-2) sélo se conoce hasta el presente el rol de la proteina
intermediaria de 235(161) KDa. No se realizaron ain estudios sobre las actividades de glucosil
transferasa y de ciclasa. No se describieron ain mutantes de 4. turmefaciens en las que estando
presente la pi235 no se sintetice glucano B (1-2) in vivo e in vitro. Tampoco se han descripto cepas
productoras de glucano 8 (1-2) lineal. Lo expuesto deja abierta la posibilidad de que las actividades de
elongacion y ciclacidn estén presentes en la pi235, su comprobacién definitiva exige la purificacién a
homogeneidad del o los componentes responsables de la biosintesis de este polisacdrido. Una estrategia
alternativa en la que converjen la bioquimica, la genética bacteriana, y la biologia molecular puede, sin
embargo, proporcionar respuestas parciales al problema. Ha sido descripto que el grado de
polimerizacién de los glucano B (1-2) de Rhizobium y Agrobacterium es diferente. Un estudio del
grado de polimerizacién de los glucanos 8 (1-2) producido por mutantes de R.meliloti complementadas
con DNA de A. tumefaciens , o viceversa, podria ser de utilidad para aclarar algunos aspectos de la
biosintesis de este polisacdrido. En este capitulo se describen los resuliados obtenidos con este tipo de
experimentos.
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RESULTADOS

Presencia del glucano 8 (1-2) en extractos celulares de las cepas SCly SC15.

Extractos de TCA 1% provenientes de las cepas SC1 y SC15 se sometieron a cromatografia en
columnas de Bio-Gel P4 con el fin de determinar si se restitufa la presencia del glucano 8 (1-2). En la
Figura 41 se muestran los resuitados obtenidos. En la cepa SC15 (Rhizobium meliloti GRT21s
complementada con el locus 1ndvB, DNA de R meliloti) se restituye la formacién de un polisacdrido
con K,,,=0,18 (Fig. 41 B), ausente en la mutante. En la cepa SC1 (R meliloti GRT2Is
complementada con el locus chvB, DNA de A. turnefaciens) se acumula un polisdcarido de menor
grado de polimerizacién (K,,,=0,20) (Fig. 41 D) idéntico al producido por la cepa salvaje de A.
tumefaciens (Fig. 41 C). Estos polisacdridos se identificaron como glucanos 8 (1-2) mediante hidrélisis
4cida total o parcial y posterior cromatografia de los productos obtenidos. Estos resultados indican que
el tamaiio del glucano formado est4 determinado por €l DNA introducido.
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Figura 41) Polisacdridos presentes en extractos cclulares de R.meliloti SC1 y SC1S. Los extractos de

TCA 1% se obtuvieron v someticron a cromatografia en Bio Gel P-4 de acuerdo a lo descripto en
Materiales y Métodos. El dosaje dc azicares se realizé por el método de la antrona. A) R.meliloti
GR4, B) Rmeliloti SC15, C) A. tumefaciens A348, y D) Rmeliloti SC1. La flecha indica las



posiciones en que eluyen los glucanos B (1-2) acumulados in vivo por 4. tumefaciens (At) y R meliloti
(Rm).

Sintesis in vitro del glucano g8 (1-2).

Los resultados descriptos en el apartado anterior indicaron que in vivo el K Av del glucano B
(1-2) producido por las cepas SC1 y SC15 es idéntico al de la cepa dadora del fragmento de DNA
utilizado para su complementacién. Para determinar si esta diferencia de K , ,, era debida solamente al
grado de polimerizacién, se preparé [14C]glucano B (1-2) con membranas internas aisladas
provenientes de esas cepas. Ha sido descripto que los glucanos 8 (1-2) sintetizados en estas condiciones
no estan sustituidos con restos no glicosidicos por lo que las diferencias en su tiempo de retencién son
debidas estrictamente a su grado de polimcrizacién. Las preparaciones del polisacdrido radioactivo se
sometieron a cromatografia liquida de alta presién (Fig. 42), en presencia de un standard interno de
[3H]glucano B (1-2) producido por membranas internas de A. turmefaciens. En este sistema
cromatografico, este standard interno se separé en seis compuestos (Fig. 42 A y B SI). El de menor
tiempo de retencién (6 min), es de bajo peso molecular, y no fue caracterizado. Los otros compuestos
que eluyeron con tiempos de retencién de 40, 46, 53, 62, y 71 min corresponden a glucanos 8 (1-2) cuyos
grados de polimerizacién son crecientes. El compuesto mayoritario fue el que eluyé con Tr=46 min, los
compuestos que eluyeron con Tr=40 y 53 min se encontraban en menor cantidad. El polisacdrido
producido por membranas internas de la cepa SC1 (GRT21s+chvB) se comporté exaclamente igual
que el standard interno (Fig. 42 A panel superior). En cambio, en el glucano 8 (1-2) sintetizado por
membranas internas de Ia cepa SC15 (GRT21s+ndvB) el compuesto mayoritario fue el que eluyé con
Tr=62 min (Fig. 42 B panel supcrior). En menor proporcién se sintetizaron los compuestos que
cluyeron con Tr=46, 53 y 71 min, micntras que la sintesis del compuesto de Tr=40 min fue muy baja.
Este experimento demuestra que la cepa SCI1 sintetiza glucanos B (1-2) cuyas especies mayoritarias
tienen menor grado de polimerizacién que los sintetizados por la cepa SC15. Ya se ha descripto

previamcme“ap"l"|l0 2)

que los glucanos B (1-2) sintetizados in vitro por R meliloti son de mayor
grado dc polimerizacién que los producidos por A. tumefaciens. Se concluyc que el grado de
polimerizacion esta determinado por los plasmidos pRAR205 (DNA de A. tumefaciens) y pTY12

(DNA dc R meliloti).

71



72

15¢ A |

1.0F i

cpmx 10
w
-
o
1

6 -

SI

6 i
i
? \«M_ |
30 40 50 80

W
1

i

— ST

0 10 20 % 70 80 90

Tiempo (min)

Figura 42) Polisacdridos sintetizados in vitro por membranas n.crnas de R meliloti SC1 y SC15. Las
fracciones neutras de Rmeliloti SC1 (A, arriba), y SC15 (B, arriba) se obtuvieron de acuerdo a lo
descripto en Materiales y Métodos. Los extractos neutros se sometieron a cromatografia liquida de alta
presién a traves de una columna Carbohydrate Analysis Lichrosorb-NH,, desarrolada a 1 ml/min con
acetonitrilo H,O [65:35]. La radioactividad se determind con un contador de radioactividad de flujo. La
parte inferior de ambos paneles (SI) corresponde a un standard interno de [“H]glucano 8 (1-2)

producido por A. tumefaciens A348.




Glucano 8 (1-2) presentes en extractos celulares de las cepas ME41, ME43, y MET72,

Como ya se menciond previamente el pldsmido pRAR205 contiene un fragmento de DNA que
abarca la regién chvB y 4 kb "upstream"” a ella. La regién que determina el grado de polimerizacién
bien podria haber sido esta ultima. De haber sido as, el K 5 v, del glucano g (1-2) sintetizado por cepas
con inserciones del transposén Tn3HoHol en esa regién debiera haber sido anémalo. Para verificar
esto se prepararon extractos TCA 1% de celulas de las cepas ME41, ME43, y ME72 (Fig. 13). Dichos
extraclos fueron sometidos a cromatografia en Bio Gel P-4. Como se observa en la Fig. 43, la cepa
ME?72 produce glucano B(1-2) del mismo grado de polimerizacién que una cepa salvaje de A.
tumefaciens. Las cepas ME41 y 43 producen el mismo glucano que la cepa ME72 (datos no
mostrados). Estas inserciones no afectan el grado de polimerizacidn del glucano que sigue siendo tipico
de A. tumefaciens, por lo tanto esta regién de DNA no contiene informacién que afecte el grado de
polimeriz-izién del glucano B (1-2).
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Figura 43) Polisacdridos presentes cn extractos celulares de A. tumefaciens ME72, ME41, v ME43. El
extracto TCA 19 de la ccpa ME72 se obtuvo y sometién a cromatografia cn Bio Gel P-4 de acuerdo a

lo descripto en Materiales y Métodos. El dosaje de azicares se rcalizé por el método de la antrona. La
flecha indica las posiciones cn que cluycn los glucanos B8 (1-2) acumulados in vivo por A. tumefaciens
(A) v R.meliloti (Rm).
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Tratamiento de las membranas internas de R.meliloti con tripsina.

De acuerdo con lo descripto anteriormente €l locus chvB en A. tumefaciens y su homélogo
ndvB en R.meliloti son responsables del grado de polimerizacién del glucano B (1-2) formado. Dichos
loci codifican para la proteina intermediaria de 235 KDa, por lo que el grado de polimerizacién parece
depender de esta proteina. Los mapas de restriccién del DNA de estos dos loci son distintos, por lo que
es posible suponer que las pi235 de ambas especies son distintas en cuanto a estructura primaria. Para
tratar de determinar esto iltimo, se trataron las membranas internas de R.meliloti con tripsina, los
productos formados se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida y posterior fluorografia.
Como se muestra en la Fig. 44 no se observa ninguna diferencia, sugiriendo que ambas proteinas son
idénticas 0 muy similares.

1 2 34

Figura 44) Polipéptidos originados por tratamiento con tripsina de membranas internas de R.meliloti y
A. tumefaciens. Las membranas internas de cepas salvajes de Rmeliloti (carriles 1 y 2) A.

tumefaciens (carriles 3 y 4), fueron incubadas de acuerdo a lo indicado en la Fig. 22, pero se omiti6 el
chase. La radioactividad se detecté por fluorografia. Carriles pares, el SBTI Y UDP[MC]Glc se
agregaron al principio junto con la tripsina, en los carriles impares se agregaron luego de incubar 5 min
con tripsina.

La cepa SC1 produce una proteina intermediaria de 150 kDa.
El plismido pRAR20S codifica en A4. turmefaciens para una proteina intermediaria de 150

kDa. Se realizaron cstudios para determinar que proteina intermediaria se obtenia cuando este
plasmido se introduce en R.meliloti. Se incubaron membranas internas de la cepa SCI1 con
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UDP[MC]Glc, y los productos se sometieron a electroforesis en geles de poliacrialmida. Luego de
tincién con Coomassie Blue no se observd ninguna proteina cuyo tamano correspondiera a la pi235
(Fig. 45 A). La fluorografia revelé que la radioactividad insoluble en TCA 10% estaba asociada a una
proteina cuyo peso molecular aparente era de 150 KDa. (Fig. 45 B). La radioactividad disminuy6
cuando se anadié UDPGIc no radioactivo al medio de incubacién (Fig. 45 B). indicando que, como en
A. tumefaciens, se comporta como un intermediario. Cuando el pldsmido se introdujo en la cepa
salvaje (GR4, pRAR20S, cepa SC6), se encontré que ésta produce tanto la pi235 como la pil50. Estos
resultados indican que la pil50 estd codificada en el pRAR20S, y se transcribe del mismo pldsmido, sin
necesidad de recombinacion.
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Figura 45)_Protefna intermediaria presente en membranas internas de R.meliloti SC1 y SC 15. La
fraccion insoluble en TCA 10% proveniente de la incubacién de las membranas internas con de
UDP[14C]GIC se someti6 a electroforesis en gradiente de poliacrilamida. A) Tincién con Coomassie
Blue, B) Fluorografia.4. tumefaciens (carril 1, pulso); R.melilori GR4 (carriles 2 y 3); SC15 (carriles
4y 5); SCI (carriles 6 y 7) y R.meliloti SC6 (carriles 8 y 9), los carriles pares corresponden al pulso, los
impares al chase.
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Proteinas intermediarias producidas por las cepas SC15, TU1, Y RAG1.

Las membranas internas de las cepas SC15, TU1, y RAG1 se incubaron con UDP[14C]GIC. La
fraccién insoluble en TCA 10% se someti6 a electroforesis en geles de poliacrilamida. En todas estas
cepas la radioactividad se encontrd asociada a una proteina que corresponde a la pi235 (Fig. 45 y 46).
Luego del agregado de UDPGIc no radioactivo la radioactividad disminuyd, indicando que estas
proteinas se comportan como intermediarias.

Figura 46) Proteinas intermediarias presentes en membranas internas de R.meliloti TU1 v RAG1. La
fraccion insoluble en TCA 10% provenientes de la incubacion de membranas internas de R.meliloti
RAGI (carriles 1y 2) y TU1 (carriles 3y 4) con UDP[""C]Glc se sometid a electroforesis en gradiente
de poliacrilamida. La radoactividad se detecto por fluorografia. Los carriles impares corresponden al
pulso, los pares al chase.




DISCUSION

Los glucanos B8 (1-2) son producidos por los géneros Agrobacterium y Rhizobium. Estos
glucanos estdn sustituidos con gupos 4cidos(®*%4%), Ej grado de polimerizacién difiere con la especie.
A. tumefaciens y Rmeliloti son los que producen glucanos de mayor tamaiio, y entre ellos los de
R meliloti son mayores a los de A. tumefaciens. Los glucanos B (1-2) sintetizados in vitro por
R meliloti son mayores que los producidos en las mismas condiciones por 4. rumefaciens. Esto
sugiere que la diferencia de tamaiio de los glucanos obtenidos in vivo es debida a las diferencias
observadas in vitro. Si bien los glucanos sintetizados in vitro no estdn sustituidos, no se puede descartar
en forma absoluta que el glucano 8 (1-2) producido por R meliloti no haya sufrido alguna modificacién
que resulte en un aumento del peso molecular aparente.

En este capitulo se demostré, que el tamafio del glucano B (1-2) depende del origen de la
proteina intermediaria, ya que el grado de polimerizacién del glucano 8 (1-2) producido por la cepa de
R meliloti complementada con DNA de A4. tumefaciens (SC1) corresponde al producido por la cepa
de A. tumefaciens de la que se extrajo el DNA. Por el contrario, esa misma mutante complementada
con DNA de Rmeliloti produce glucano 8 (1-2) cuyo grado de polimerizacién corresponde al de
R meliloti. Ya que las regiones ndvB y chvB codifican para la pi235, esto indicaria que o bien las
proteinas intermediarias son distintas, o bien su insercién en la membrana es distinta, y esto afecla el
glucano formado. Es de destacar que los mapas de restriccién de ambas regiones son distintos, sin
embargo el tratamiento de las pi235 de R meliloti y A. tumefaciens con tripsina no permitié detectar
la supuesta diferencia.

Por lc expucsto hasta ahora se decduce que el grado de polimerizacién del glucano g8 (1-2) lo
determina la piZ33, v que la regién amino terminal contenida en la pil50 no sélo es suficiente para la
sintesis del glucano B8 (1-2), sino que contiene la informacién necesaria para determinar el grado de
polimcrizaciér. Por otra paric los datos indican que existiria una region de 1 kb "upstream” el gen de la
pi23%, dentro de! locus chvB, que se halla fuera del gen estructural de la pi235 pero que se requiere
para su sintcsis.

El hecho de que la cepa SC1 (GRT21s,pRAR?205) produzca la pi150 indica que €l gen de A.
tumefaciens se expresa en R.neliloti, sin que requiera recombinacién. Esto se verifica por el hecho de
que la cepa SC& (GR4,pRAR205) produce la pi235 y la pil50. La cepa RAG1 (GRT21s,pCD523)
produjo una preoterna intermediaria de igual tamano que la producida por la cepa salvaje. Esto es
previsible ya que en este cdsmido se encuentra completo el gen que codifica por la pi235.

Los resuliados imprevistos obtenidos con las cepas SC15 y TU1 en relacién a que en ellas se
observaron proisinas intcrmediarias de 235 kDa, s6lo pueden ser explicados por recombinacion, tal
como se discutird en capftulo 5.
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RESUMEN

Se identificé la zona ndvB de Rmeliloti GR4 utilizando sondas de la regién chvB de A.
turmmefaciens. La homologfa se extiende por lo menos 1,2 kb "downstream” la regién ndvB. Ya que
R meliloti GRT21ls se complementa por recombinacién con un fragmento Eco RI de 6,4 kb
proveniente de R.meliloti 102F34 o 1021, la mutacidn responsable de su fenotipo se encuentra en ese
fragmento. Sin embargo no se observaron diferencias de tamaino entre fragmentos de DNA
provenientes de esa zona de las cepas GR4 y GRT21s.
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INTRODUCCION

R meliloti GRT21s es una mutante que forma nédulos vacios en alfalfa, es inmévil, y carece
de glucano B (1-2) debido a que las membranas internas no poseen la protefna de 235 KDa necesaria
para su sintesis. Se complementé con pldsmidos que contenian la regién chvB de A. tumefaciens o
ndvB de Rmeliloti, sugiriendo que la mutacién primaria se encuentra en el locus r2dvB. Para
caracterizar la mutacién es necesario definir su localizacidn y el tipo de alteracién (deleccién, cambio
de bases, etc). Debido al método utilizado para obtener la mutante, se pensé que podria tratarse de una
deleccién.

La homologia existente enre la regién chvB de A. tumefaciens y su equivalente en R meliloti
fue estudiada por otros autores utilizando como sonda un fragmento que abarcaba 1/5 de la regién
chvB™), De acuerdo a los resultados presentados en esta tesis, en A. tumefaciens la regién
comprendida entre los loci chivA y chvB codifica por el extremo carboxi-terminal de 1a pi235. Por esta
razén y en virtud de que en R meliloti se desconocia si esta regién era homdloga a su equivalente en A.
tumefaciens, se realizaron estudios que se describen en este capitulo en cuanto a homologia entre
ellas.

Para obtener respuesta a las preguntas planteadas se realizaron experimentos de hibridizacién
entre DNA de GR4 o GRT21s con sondas provenientes de distintas zonas de la regién chvB.
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RESULTADOS.

Sondas utilizadas.

Se utilizaron 3 sondas. Sonda A: se obtuvo por digestién del pldsmido pRAR205 con las
enzimas de restriccién Bam H1 y Clal. El fragmento aislado de 4,2 kb abarca, 3,2 kb del extremo 5’ del
locus chvB y 1 kb "upstream” a dicho locus (Fig. 47 A). Sonda B: consistié en un fragmento de 2,3 kb
proveniente de la digestién del pldsmido pRAR?205 con la enzima Bam H1; cubre la regién 3’ del locus
chvB (Fig. 47 A). Sonda C: es un fragmento de DNA de 3,2 kb proveniente de la digestién del césmido
pCD523 con la enzima Eco Rl. Esta sonda abarca 1,2 kb del extremo 3’ del locus chvB
(superponiéndose a la sonda B) y 2 kb de la regién "downstream” a dicho locus (Fig. 47 A).

chv A chv B

Al — —_— L
E E E E BBEBE EE E B E EE
31 ' 5I
pCD523
B 8 C C8B
HPRARZOS
8)
H E E EH Bg E Bg H
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C) ndv A ndv B
? tliili E E E E E
3’*5’
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Figura 47) E:'ructura v organizacién de la region ndvB de R meliloti GR4. A) Estructura de las
regiones chvA v chvB, pCD523, vy pPRAR20S. Las cajas vacias A, B, y C corresponden a las probes
usadas. B Estructura y organizacion de la region ndvB de R meliloti GR4. Se obtuvé por hibridizacién
de las sondas descriptas en el pancl A) con digestos de DNA total de Rrmeliloti. C) Estructura y
organizacion de las rcgioncs ndvA v ndvB de Rmeliloti 102F34. La barra vacia corresponde al
fragmento de DNA que codificaria una pil50. B:BamHI.Bg: Bgl 11, C:Clal, E: Eco RI.




Mapa de restriccién de la zona homdloga a la regién chvB en R meliloti GR4.
Sobre la base del patrén de hibridizacién obtenido cuando el DNA de GR4 se digirié con la

enzima Eco R1y se hibridiz6 con las distintas sondas, se confecciond el mapa mostrado en la Fig. 47 B.
El mismo ha sido alineado con el correspondiente al locus chAvB. Para esta enzima de restriccién la
sonda A hibridiz6 con un fragmento de 6,4 kb; la sonda B con dos fragmentos uno de 6,4 y otro de 1,3
kb; y la sonda C con uno de 1,3 y otro de 1,8 kb. Asumiendo una organizacién genética similar entre las
distintas cepas de R meliloti para la regién ndvB se alinearon los fragmentos homdélogos de GR4 en la
forma que se muestra en la Fig. 47 B (6,4-->1,3-->1,8). Es destacable la coincidencia del tamaiio de la
suma de las sondas y la regién homdloga de GR4.

El mapa obtenido usando DNA total de GRT21s fue exactamente el mismo, que el de GR4.
Los fragmentos Eco RI de 1,8 y 1,3 kb no presentaron diferencias de tamaio. No existen dentro de ellos
sitios de corte para las enzimas usadas. En cuanto al fragmento EcoRI de 6,4 kb, aparenta tener el
mismo tamaiio que el obtenido de GR4 (Fig. 48 A), pero si la delecci6n fuera pequeiia no seria posible
detectarla. En este fragmento existen dos sitios, uno para Hind III, y otro para Bgl II. Para verificar si la
deleccién estaba en estos fragmentos, se realizaron digestiones dobles de DNA de GR4 y GRT21s con
Eco Rl y Hind Il o Bgl II. El DNA digerido se someti6 a electroforesis, se transfirié, e hibridiz6 con las
sondas A y B (Fig. 48). Cuando la digestién se realizé con las enzimas Eco RI y Hind III, se observé
que la sonda A hibridizaba con dos fragmentos de DNA, uno de 5.5 kb y otro de aproximadamente 0,9
kb, mientras que la sonda B lo hacia con el fragmento de 0,9 y otro de 1,3, todos ellos presentes en
ambas cepas. Cuando se utilizaron las enzimas Eco RI y Bgl IL. se encontré que la sonda A hibridizaba
con un fragmento de 5 kb, y otro de 2 kb, mientras que con la sonda B lo hacia con uno de 2 kb y otro de
1,3 kb. En ningiin caso se observé diferencia entre el tamafio de los fragmentos entre la cepa mutante y
la salvaje.

En trabajos realizados por el grupo de Helinsky se cloné la zona cromosomal relacionada con
el locus ndvB de R meliloti 102F34%), Dicha zona se muestra en la Fig. 47 C, y se encontré por
hibridizacién con una sonda de la regién chvB que contiene un fragmento Eco RI de 1,25 kb (Fig. 47
A). La regién funcional se definié por mutagenesis con el transposén 77115. Estos autores definieron 3
fragmentos de DNA del mismo tamafio, y ubicados en el mismo orden que los descriptos en esta tesis
para GR4. Estos autores limitaron la zona ndvB al sitio marcado en la Fig. 47 C con una barra llena,
que corresponde al 66,6% del fragmento de 6,4 kb. El comienzo de la zona ndvB de GR4 definido con
las sondas utilizadas, coincide con el definido para 102F34.
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Figura 48) Hibridizacién de digestiones de DNA cromosomal de las cepas GR4 y GRT21s con distintas
sondas de la regién chvB. El DNA cromosomal de GR4 (carriles pares) y GRT21s (carriles impares)
se traté como se describe en Materiales y Métodos. La radioactividad que hibridizé con el DNA
cromosomal se visualiz6 por fluorografia. Panel A: sonda A, Panel B: sonda B.

Carriles 1y 2: E1 DNA fue digerido con Eco RI/Hind IIL

Carriles 3 y 4: La digestion se realizé con Eco RI/Bgl 1L

Carriles 5y 6 (s6lo en panel A): La digestion se realizé con Eco RL

Mecanismo de la complementacién de R.mieliloti GRT21s con los plasmidos pTY12 v p186.

En los mapas de restriccién mostrados en la Fig 46. se puede observar que para obtener una
proteina intermediaria activa (es decir mayor o igual a 150 kDa), es necesario un fragmento de DNA
que contenga los fragmentos de 6,4 v 1,3 kb originados por digestién con Eco R1 (Fig. 47 C). Esto
indicaria que el pldsmido pTY12 no contiene la informacién suficiente para codificar por una proteina
intermediaria activa. Sin embargo, cuando este pldsmido es utilizado para complementar a la mutante
GRT21s (cepa SC15) se obtuvo una proteina de 235 KDa. La nica explicacion posible es que se haya
producido una recombinacién entre la regién clonada y su homéloga en el cromosoma.

Los intentos para complementar la mutante ME103 de A. tumefaciens (Fig. 13) con el
pldsmido pTY12 resultaron negativos, indicando que el fragmento de DNA contenido en el pldsmido
no cubre la regién mutada

El plasmido p186 que contienc un fragmento de 6,4 kb. cuyo mapa de restriccién publicado es
idéntico al del fragmento presente en el pTY12 (L. Ielpi, comunicacion personal), complementa la
mutante GRT21s formando una pi233. Este fragmento esta clonado en el vector pSUP102(98). Dicho

83




84

vector es un pldsmido movilizable, pero no replicativo en R.meliloti. Por esto 1ltimo, la inica manera
de obtener una cepa transconjugante resistente al antibiético (codificado en el pldsmido) es que ocurra
una recombinacién por simple crossing-over" (Fig. 49)(122). La unica manera de obtener la formacién
de una protefna intermediaria completa es que haya ocurrido la recombinacién. La inica restriccién
que debe cumplirse para obtener la complementacién es que el sitio de recombinacién haya estado

"upstream" de la regién mutada.
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Figura 49) Simple "crossing over” mediante el cual el p186 queda insertado en el cromosoma de
GRT21s.




DISCUSION

Durante este trabajo de tesis no se observé ninguna revertante de la mutante GRT21s, adn
usando un método de seleccién tan poderoso como el efecto nodulatorio. Esta observacién favorece la
hipé6tesis de que la mutacién no sea puntual. Por otra parte el tratamiento con altas temperaturas es
usado para eliminar los megapldsmidos de especies de la familia Rhizobieaceae y puede generar
delecciones. Estudios previos habian indicado que en esta cepa estaban presentes los mismos
megapldsmidos que en la cepa salvaje (GR4). Debido a eso, era esperable que se tratara de una
deleccién. Sin embargo, no se pudieron detectar diferencias en el tamafio de los fragmentos de
restriccién entre las cepas GR4 y GRT21s. Esto indicS que, de tratarse de una deleccién, ésta debe ser
muy pequeiia para ser detectada por el método utilizado.

Debido a que la complementacién de GRT21s se obtuvo con el fragmento de 6,4 kb presente
tanto en el pldsmido pTY12 como en el p186, se puede afirmar que en esta cepa la mutacién se
encuentra en este fragmento. Este fragmento presenta un sitio de Hind IIT a 0,8 kb del extremo vecino
al fragmento de 1,3 kb; y otro de Bgl II distante 2 kb del mismo punto (Fig. 45 B). Los resultados
obtenidos por doble digestién no revelan diferencia en el tamaio de estos fragmentos, a pesar de que se
encuentran en la zona de separacién 6ptima del gel, por lo que si hubiera una deleccién ésta deberfa ser
menor a 50-100 bases que es el limite de resolucién del sistema utilizado. Ensayos realizados por
hibridizacién del DNA total de las cepas salvaje y mutante, y posterior digestién con nucleasa Sy, no
fueron exitosos.

De acuerdo a datos de secuenciacién en el fragmento de 6,4 kb se encontré un marco de
lectura abierta en el mismo sentido que el observado en A. tumefaciens. En dicho marco de lectura no
se encontré coddn de terminacion (L. lelpi, comunicacién personal). Estos resultados son previsibles si
consideramos que el gen de la pi 235 se extiende por lo menos 4,5 kb "downstream” el locus ndvB
definido por el grupo dc Helinsky, tal como lo demucstran los resultados obtenidos en esta tesis.
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CONCLUSIONES GENERALES

1) El gen estructural de la proteina intermediaria de 235 KDa estd contenido
parcialmente en el locus chvB y ndvB.

2) El grado de polimerizacién del glucano B (1-2) estd determinado exclusivamente
por la proteina intermediaria de 235 KDa.

3) La actividad enzimatica y biologica de la proteina intermediaria de 235 KDa esta
contenida en un fragmento de 150 KDa correspondiente al extremo NH, terminal.

4) En dicho fragmento estd contenida la informacién que determina el grado de
polimerizacion del glucano B (1-2),

5) El gen estructural de la proteina intermediaria de 235 KDa comienza en A.
tumefaciens a 1,1 kb downstream el extremo 5’ de la region chvB y se extiende 4,1 kb
downstream de dicha region.

6) Se encontré que una mutante de R.melilon (GRT21s) aislada previamente y que
forma pseudonddulos en alfalfa no sintetiza glucano B (1-2) por carecer de la
proteina intermediaria de 235 KDa.

7) En la mutante GRT21s la mutacion se encuentra en el locus ndvB, homélogo al
locus chvB de A. tumefaciens.

8) La mutante ndvB de R. meliloti se complementdé con la regiéon chvB de A.
tumefaciens.

9) EI fenotipo avirulento de las mutantes ChvB de A. tumefaciens y no infectivo de
las mutantes NdvB de R.melilori se debe a la ausencia del glucano B (1-2), la
mutacidn se encuentra en el gen de la proteina intermediaria de la biosintesis del
polisacarido.

10) En las cepas de R.meliloti GR4, 102F34 y 2011 la region ndvB esta conservada.

11) La mutacién de GRT21s se encuentra en un fragmento de DNA Eco RI de 6,4
kb. No pudo determinarse la naturaleza exacta de la mutacién, pero de ser una
deleccion ésta seria menor de 100 pares de bases.







METODOS BACTERIOLOGICOS

Bacterias v pldsmidos utilizados:

Las cepas y pldsmidos utilizados, sus fenotipos, sus genotipos y origenes se indican en las

TABLAS XVy XVI.

CEPA

R melilori GR4
R melilori Grt2ls
R meliloti 102F34

A AR ARAAARAARANANNRRN

. tumefaciens A90

. tumefaciens AT23

. tumefaciens A348

. tumefaciens

. tumefaciens A1045
. tumefaciens ME103

tumefaciens ME32
tumefaciens ME3
tumefaciens ME35

. tumefaciens ME101
. tumefaciens ME112
. tumefaciens ME111
. tumefaciens ME4

. tumefaciens ME41

. tumefaciens ME43

. tumefaciens ME72

TABLA XV
CEPAS UTILIZADAS

FENOTIPO/GENOTIPO

nod* fix +
nod*”” fix +
nodt fixt

chvB::Tn5 KnR
chvB::Tn5 Kn

chvB::Tn3HoHol CbR *

"downstream"chvB.:
"downstream"chvB.:
"downstream"chvB.:
"downstream"c/wvB::
"downstream"chvB.:
"downstream"chvB::
"downstream"c/ivB::

Tn3HoHol CbR
Tn3HoHol Cb
Tn3HoHol Cb
Tn3HoHol Cb
Tn3HoHol Cb
Tn3HoHol Cb
Tn3HoHol Cb

*
*
*
*
*
*

"upstrecam"chvB::Tn3HoHol Cb_**
"upstream"chvB::Tn3HoHol CbR»
"upstream"chvB::Tn3HoHol CbR =

R meliloni SC1

R. meliloti SC15

R meliloti RAG1
R. melilon TU1

R melilon SC6

A. tumefaciens SC3

R meliloti Gr21s+pRAR205nod ¥ fix ¥ CoR

R. meliloti Gr21s+pTY12r0d ¥ fix* Tc

R. meliloti Gri21s+pCD523nod ¥ fix* TcR

R meliloti Gri21s+p186nod +fo Te

R. meliloti GR4+pRAR205n0d * fix ¥ TcR

A. tumefaciens A1011+pRAR205vir * KnRcpR

* Las inserciones del 7nn3HoHol se muestra en la Fig. 13.
Cb: Carbenicilina, Tc: Tetraciclina, Kn: Kanamicina.

PLASMIDOS

pRAR 203
pCD 523
pTY 12
pi86

TABLA XV
PLASMIDOS UTILIZADOS

GENOTIPO

pTJS 140 CHR
pLAFRI Tc * chvB
pRK290 Tc™ ndvB
pSUP102, TcR 1avB

Cb: Carbenicilina, Tc: Tetraciclina.

ORIGEN

J. Olivares (142)
J. Olivares (142)

G. Ditta (39)

E. Nester (34)
E. Nester (34)
E. Nester (34)
E. Nester (34)
E. Nester (34)
E. Nester (34)
E. Nester (34)
E. Nester (34)
E. Nester (34)
E. Nester (34)
E. Nester (34)
E. Nester (34)
E. Nester (34)
E. Nester (34)
E. Nester (34)
Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

FUENTE

E. Nester (34).
E. Nester (34).
G. Ditta (39).

A. Piihler (98).
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Condiciones de cultivo:

Rhizobium meliloti se cultivé en medio AMA®®) que contenia K,HPO, 0,5%, MgSO,.7TH,0
0,02%, NaCl 0,02%, manitol 1% y extracto de levadura 0.1% a pH=7. Se utiliz6 como in6culo un
cultivo en fase logaritmica tardia en una relacién 1/100 del volumen de cultivo. Para la preparacién de
membranas internas, los cultivos se realizaron en erlenmeyers de 2000 ml con 1000 ml de medio a
28°C, con agitacion rotatoria a 200 rpm. Las bacterias se cosecharon cuando el cultivo alcanzaba 0,8
unidades de absorbancia a 660 nm (ODgg,) (26-30 hs.). Para la purificacién de polisacdridos se
utilizaron cultivos de 100 m! en erlenmeyers de 250 ml, utilizando €] mismo tipo de inSculo que para la
preparacién de membranas. Las bacterias se cosecharon luego de 24 hs. de cultivo. En algunas
ocasiones se aislé glucano de alicuotas de cultivos preparados para la purificacién de membranas. Para
determinar la produccién de exopolisacérido se cultivo en medio LB sélido (agar 1,8%) suplementado
con 0.02% de in andlogo del Calcofluor, Cellufluor (Polisciences).

Agrobacterium tumefaciens se cultivé en medio Ty que contenia: Triptona 0,5%, extracto de
levadura 0,3% a pH=7. El in6culo consistié en un cultivo en fase estacionaria (48 hs) en una relacién
1/100 del volumen de cultivo. Se cultivé y coseché en iguales condiciones que Rhizobium meliloti, s6lo
que ¢l tiempo requerido para alcanzar una OD,, de 0,8 fue de 12-16 hs. Para la marcacién con 3.
metionina, se cultivé en SO ml de medio M9(*>) (Na,HPO,.2H,0 0,75%, KH,PO, 0,3%,(NH,)Cl
0,1%, NaCl 0,05%, MgSO 4.71-120 0.02%) suplementado con glucosa 0,2%. Cuando se alcanz6 una
ODgg de 0,3 (aproximadamente 5 hs), se le adicionaron 8,7 uCi de 3S-metionina (Act. Esp. 1031
Ci/umol). El tratamiento posterior se describe en Métodos Bioquimicos.

Escherichia coli se cultivé en medio LB que contenia triptona 1%, extracto de levadura
0,5%, NaCl 0,5% y glucosa 0,5% a pH=7. Se utiliz6 el mismo tipo de inéculo que Agrobacterium

tumefaciens, pero se cultivé a 37°Cy agitacion rotatoria (200 rpm).

Uso de antibidticos:
Cuando se requirid, se utilizaron los antibiéticos en las concentraciones que se detallan en la
TABLA XVIL

TABLA XVIL
ANTIBIOTICOS USADOS
Antibiético Concentracién (ug/ml)
E. coli A. tumefaciens R meliloti
Carbenicilina® 50-100 100-500 500
Tetraciclina® 10 10 10
Kanamicina®) 50 100 no utilizado.

2) Se utiliza en lugar de ampicilina por ser mds efectivo en R meliloti. Fue cedida gentilmente por
Laboratorios Essex.
®) Fucron ccdidos gentilmente por Laboratorios Roemmers.

Conscrvacién de las cepas:
Las bactcrias sc mantuvicron en dos condiciones: A) en el corto plazo (2 semanas) en cajas de

Petri que contcnian el medio especifico, adicionado con agar 1.6%, cultivadas a la tempcratura
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adecuada hasta observar crecimiento y luego conservadas a 4°C, y B) en el largo plazo cultivos frescos
en medio liquido o sélido se congelaron a -70°C en glicerol 20%.

Obtencidén de cepas merodiploides:
Los plésmidos pRAR20S, pCD523 y pTY12 se introdujeron en las cepas deseadas por

conjugacién utilizando el método triparental segin Helinsky y col®Y), Se utilizaron los pldsmidos
pRK2013 o pRK2073 como "helpers". En el caso del pldsmido p186 se utilizé el método descripto por
Phiiler y c0l(?2), La conjugacién se realizé mezclando las cepas dadora, receptora y "helper” (cuando
correspondia) sobre medio AMA sélido, se cultivé a 28°C durante una noche, y al dia siguiente se
tomo6 con el ansa la zona de mezcla y se lo sembré en medio minimo ABGO que contenfa K,HPO,
0,3%, NaH,PO, 0,1%, NH,Cl 0,1%,MgCl,.7TH,0 0,03%,KCl 0,015%, CaCl, 0,001%, FeSO,.7H,0
0,00025%, glucosa o sacarosa 0,5% y agar 1,6%, a fin de eliminar las cepas de Escherichia coli. Las
cepas transconjugantes se purificaron por tres a cinco pasajes en medio AB.

Ensayo de movilidad:
La movilidad se determiné sembrando por puncidn cajas de Petri conteniendo medio AMA

semis6lido(0,35% de agar). Luego de incubacién a 28°C durante 24-48 hs se observé el crecimiento
alrededor del punto de siembra.
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METODOS BIOQUIMICOS.

Extraccién de polisacdridos bacterianos:
Se cosecharon 100 m! de cultivo centrifugando 20 min a 5.000 g. Del sobrenadante se aisl6

exopolisacdrido y 8 (1-2) glucano, mientras que de las c€lulas se aislé B (1-2) glucano.

a) Purificacién de polisacdridos del sobrenadante de cultivo: El sobrenadante del
medio de cultivo se concentré cinco veces (volumen final 20 ml) en un evaporador rotatorio a una
temperatura no mayor de 50°C. El exopolisdcarido se precipité con tres volimenes de etanol (60 ml), la
fibras se enrrollaron en una varilla de vidrio. Las fibras cortas se recogieron por centrifugacién a 13.000
g durante 30 minutos. El exopolisicarido obtenido de esta manera se caracterizé como se describe mds
adelante. El sobrenadante se llevé a sequedad mediante evaporacién rotatoria, se redisolvié en 8 ml de
agua destilada y se agregaron 10 volimenes de etanol, manteniendose esta mezcla una noche a 4°C. El
precipitado se recogié por centrifugacién a 17000 g durante 20 minutos, se disolvi6 en 10 ml de agua y
se ultrafiltré tres veces a través de una membrana Amincon YM2 (limite de exclusién 500 daltons) a fin
de eliminar sustancias de bajo peso molecular. El concentrado se llevé a un volumen final de 2 ml.

b) Extraccién de B (1-2) glucano celular: Se siguié el método de Miller et al®>). El
pellet de células se resuspendié en TCA 1% (5 ml por 100 ml de cultivo) y se mantuvo a 0°C durante
15-30 minutos. Se centrifugé a 10000 g durante 15-30 min, el sobrenadante se neutralizé con NHy y se
concentr6 bajo corriente de aire, por evaporacion rotatoria o por liofilizacién. El concentrado se llevé a
1 ml con acetato de piridina 0,1 M pH=5,5.

Purificacién v caracterizacién del 8 (1-2) glucano:

Los extractos provenientes de la precipitacién con 10 volimenes de etanol o de la extraccion
con TCA 1% se cromatografiaron en columnas (78 x 1.8 cm) de Bio-Gel P4 200-400 mesh (Bio Rad,
Richmond USA), usando como buffer de elucién acetato de piridina 0,1 M pH=35,5 a un flujo de 0,23
ml‘min. Se recogieron fracciones de 1.5 ml y los aziucares se determinaron ya sea por el método de
fenol’SO 4H2(”) o el metodo de la antrona®®, Los polisacéridos que eluyeron con K 4 y, comprendidos
entre 0,12 y 0,25 se juntaron y concentraron por liofilizacién. Este material se caracterizé de acuerdo a
los siguientes criterios: a) Cromatografia de intercambio aniénico: en columnas de DOWEX AG2x10,
equilibradas con acetato de piridina 10 mM pH=3,5; eluidas con acetato de piridina 10 mM pH=35,5
para recuperar compuestos neutros y con dcido acético 1 M para recuperar sustancias cargadas, o en
columnas dc Sephadex A-25, equilibradas con agua de donde las sustancias cargadas se eluyeron con un
gradiente discontinuo de 0,05 a 1 M de NaCl; b) Hidrdlisis dcida suave v cromatografia en papel, una
alicuota equivalente a 0,5 ug de glucosa se hidrolizé con HC1 0,5 N a 100°C durante 10 a 30 min. E!

hidrolizado sc llev6 a sequedad cuatro veces mediante evaporacién rotatoria a fin de eliminar el HCl y
la muestra resuspendida en 100 ul de agua se sometid a cromatografia descendente en papel Wathman
1 utilizando como solvente isopropanol:dcido acético:agua [27:4:9] (solvente A); ¢) Hidrdlisis dcida
to1al v cromatografia en papel, una alicuota (equivalente 5-25 ug de glucosa) se hidrolizé con HCl 1N
durante 4 hs. Los productos se someticron a cromatografia en papel descendente en

butanol:piridina:agua [6:4:3] (solventc B).
En las cromatografias los azicares se localizaron por el método de la plata alcalina®*®. En el
caso de muestras radioactivas, se cortaron tiras de 1 cm y se midio la radioactividad ¢n un contador de
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centelleo liquido, usando como Ifquido de centelleo una mezcla de tolueno-OMNIFLUORR (NEN
Research Products, Du Pont).

Caracterizacién del exopolisacdrido.
El precipitado resultante de la adicién de 3 volimenes de etanol al sobrenadante de cultivo se

reprecipité 3 veces, liofiliz6 y 1 mg peso seco se disolvi6 en agua, y se cromatografid a través de una
columna de Bio Gel ASm (44x1 cm) equilibrada en acetato de piridina 0,1 M pH=35,5; a un flujo de 0,12
ml/min. Se recogieron fracciones de 2 ml, los dzucares se detectaron por el método del fenol sulfurico.
Los grupos acetilo y piruvilo se determinaron de acuerdo a métodos descriptos previamente(l43). Los
azidcares constituyentes se determinaron mediante hidrélisis 4cida total y posterior cromatografia en
papel con solvente B.

Preparacién de membranas internas.
Para la preparacién de membranas internas se siguié el protocolo descipto por Osborn y

col(192:149) se cosecharon por centrifugacién a 3000-6000 g durante 30 min cultivos en fase logaritmica
tardia (DOgg(=0,7-0,9) (1 a 3 It.). Las células se lavaron con Tris HCI 30 mM pH=8,2 (10-20 ml), y se
incubaron con lisozima (0,1 mg/ml) a 0°C durante 45-60 min en sacarosa 20%,Tris 30 mM pH=8§,2
EDTA 10 mM. Los esferoplastos obtenidos se recuperaron por centrifugacién a 12.000 g durante 30
min; éstos se resuspendicron con el buffer mencionado conteniendo 10 mM C1,Mg, y se agregaron 500
pg de Deoxirribonucleasa tipo I (Sigma # D-4527). Los esferoplastos se rompieron mediante 3 pasajes
a través de una French Press. Luego del tratamiento se centrifugaron a 3.000 g durante 15 min, para
descartar las células no rotas. El sobrenadante se centrifugé a 100.000 g durante 3 hs, con el objeto de
separar la fraccién citosélica (sobrenadante) de la fraccién particulada (precipitado) que contiene las
mcmbranas internas v externas. La fraccién particulada se resuspendié en 10 ml de sacarosa 20% (p/p)
en HCI Tris 30 mM pH=8,2, y se somelid a centrifugacién en un gradiente discontinuo de 55%, 44%, y
20% (p/p) de sacarosa en HCI Tris 30mM pH=8,2. La centrifugacién se llevé a cabo cn rotores SW
25.2 0 SW40 a 70.000 g y 4°C durante 14-18 hs. Las membranas internas se recuperaron en la interfase
20-44%, mientras que las externas de la interfase 44-55%. A las membranas recupcradas del gradicnte
se les agregd 2 vohimenes de buffer Tris HCl 30 mM pH=8,2 y se centrifugaron a 100.000 g durante 3
hs. El precipitado se resuspendid en la cantidad de buffer Tris HCI 30 mM pH=8,2 necesaria para
alcanzar una concentracién de proteinas entre 20 y 40 ugjul. Las proteinas se determinaron por el
método de Lowry(ss).

Sintesis in vitro de elucano B8 (1-2)

Se incubaron a 10°C membranas internas purificadas (100-200 ng de proteina) en presencia de
Cl2Mg 10 mM, Tris HCI-50 mM pH=8,2 y UDP[!*C]Glc (50-100 Kcpm, Act. Especifica 250-300
mCi/mmol) o UDP[3H]G|C (500 Kcpm, A. Esp. 3 mCi/umol), en un volumen final de 50 ul.

Para la preparacién de glucano 8 (1-2) la reaccién se detuvo por calentamiento a 100°C
durante 2 min. Se agregaron 0,3 ml de agua y se centrifugé a 1.500 g durante 10 min. El sobrenadante
se cromatografié en una columna de Sephadex A-25 (4x0,5 cm.). La columna se lavé con 1,5 ml de
agua. El liquido dc lavado (fraccién ncutra) obtenido contiene el glucano g8 (1-2) radioactivo, micntras
que el nucledtido azicar sin reaccionar queda rctenido en la columna. Bajo estas condiciones de
incubacidn, no se sintetizan polisacdridos aniénicos.
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La protefna intermediaria radioactiva se cuantificé deteniendo la reaccién por adicién de 0,5
ml de TCA 10%, el precipitado se recogié por filtracién en un papel de fibra de vidrio (MFS #
GC5024MM, Micro Filtration Systems, California). Para las electroforesis en geles de poliacrilamida el
precipitado de TCA 10% se recuper6 por centrifugacién a 3.000 g durante 10 min,los pellets se trataron
como se describe més adelante.

El [“C] glucano B (1-2) se concentré por evaporacidn rotatoria o liofilizacién.
Digestiones parciales con tripsina.

Las membranas internas se incubaron con tripsina a fin de lograr digestiones parciales bajo

dos condiciones: Condicién 1, se incubaron las membranas internas purificadas (0,2 mg protefna) con
tripsina (0,02 mg), en presencia de Tris-HCl 50mM pH=8,2 durante 5 min a 10°C. La reaccién se
detuvo por la adicién de inhibidor de tripsina de poroto de soja (SBTI, 0,04 mg). Las membranas asi
tratadas se incubaron con UDP[“C]Glc en condiciones de sintesis de glucano 8 (1-2). Condicién 2, la
digestion con tripsina se realizé en las mismas condiciones que en la Condicién 1 durante 10 min pero
luego de haber incubado previamente las membranas internas con UDP[“C]Glc.
Cromatografia Liquida de Alta Presién.

Los compuestos neutros recuperados en el liquido de lavado de las columnas Sephadex A-25 se

centrifugaron en centrifuga Eppendorff durante 10 min, y se sometieron a cromatografia liquida de alta
presion, en columnas de silica modificadas con grupos NH2 (Lichrosorb NH,, Merck, o Carbohydrate
Analysis, Waters), utilizando como solvente de corrida acetonitrilo:agua, 55:45 o 70:30. dependiendo
del estado de la columna y la temperatura ambiente a fin de lograr una separacién 6ptima. El flujo fue
de 1 ml/min y las fracciones recogidas de 0,5-1 ml. La radioactividad se midié en alicuotas de 0,5 ml en
un contador de centelleo liquido utilizando como centelleador 4 ml de solucién de Bray.
Alternativamente, la radioactividad se determind en un contador de centelleo liquido de flujo continuo
(Flo-One\B, Radiomatic Inst. Chemical Co In., Florida ) usando solucién de Bray como liquido
centelleador.

Dosaje de actividad de B-galactosidasa:

Para determinar la actividad de B-galactosidasa en células enteras se procedié como se
describié prcviamentc(93). 1 ml de cultivo en fase estacionaria de A4. tumefaciens se cosechd
centrifugando 2 min en Eppendorf. El pellet se resuspendio por agitacién en buffer Z (Na,HPO,.7H,0
16.1 gNl, NaHzPO4.H20 5,5 g/, KC10.75 gN, MgSO4.7H20 0,40 g/1, B-mercaptoetanol 2,7 miAl, pH=7)
y se adicionaron 20 ul de SDS 0,005% (p/v) y 20 ul de CHCI,, se incub6 a 28°C durante 5 min, y se
agregaron 100 ul de p-nitrofenil-B-D-galactopiranésido. Se incubd a la misma temperatura duante 10
min. La reacci6n se detuvo por agregado de 1 ml de Na,CO, 0,1IM.

Para los ensayos de actividad en las membranas internas, se incubaron 150 ug de proteinas, en
presencia de deoxicolato de Na 0.1% (p), Tris HCl 100 mM pH=8. v p-nitrofenil-B-D-
galactopirandsido a la temperatura y tiempo especificados.

La actividad B-galactosidasa se determiné como se describi6 previamente.

Sintesis de novo de proteinas.
Las cepas A723 y A1045 cultivadas con 35S_metionina, se cosecharon por centrifugacion, se
lavaron 2 veces con medio M9, y se resuspendicron en 1 ml de una solucién que contenia Tris HCI 50

mM pH 8,2, 20 mM EDTA y 1 mg/ml de lisozima. se incubaron en hielo durante 30 min, y s¢ sonicaron



6 veces a una potencia de 6 en un sonicador Sonifier Cell Disruptor (W140, Heath Systems Ultrasoinc
Inc. Plainview N.Y.). Las c€lulas rotas se centrifugaron a 20.000 x g durante 60 min a 4°C. Se tomaron
alicuotas del sobrenadante y el pellet, tal que contuvieran 50.000 cpm insolubles en TCA 10%, y se
sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida.

Electroforesis en gel de poliacrilamida.
Se realizarén electroforesis en gradientes de poliacrilamida de acuerdo a lo descripto

previamentc(49). Los precipitados de TCA 10% se disolvieron en 30-50 ul de una mezcla que contenia:
Tris HCI 50 mM pH=6,8, Bmercaptoetanol 2%, Urea 8M, SDS 2% y azul de bromofenol. Se
neutralizaron los restos del TCA, agregando OHNa hasta viraje al azul. La muestra se calenté a 100°C
durante 2-3 min, y se someti6 a electroforesis.

El sistema electroforético consistié en un gradiente de acrilamida de 5 a 15%, Tris HC1 0,2 M
pH=3838, SDS 0,1%. Los geles tuvieron una dimensién de 13 cm de ancho, 20 cm de largo y 1,5 mm de
espesor. El buffer de corrida utilizado contenia Tris glicina 25 mM pH=88 y SDS 0,1%. La
electroforesis se desarrolld a potencia constante de 4 watts durante seis horas, o 0,6 watts durante 13 hs.

Las proteinas se tifieron sumergiendo el gel inmediatamente después de la electroforesis en
una solucién de Coomassie Blue R-250 1,5% (p/v) en metanol:dcido acético:agua [45,5:45,5:9] durante
tres horas. El exceso de colorante se removié por lavados sucesivos con solucién fresca de Metanol 20%
(v/v) y 4cido acético 7% (v/v) en agua.

La radioactividad se detecté por ﬂuorografl’a(s), utilizando 2,5 difenil oxazol (PPO), de
acuerdo al siguiente protocolo: se cambio el solvente del gel con dos lavados de 30 min en un exceso de
dimetil sulféxido (DMSO), luego se sumergié durante tres horas en una solucién que contenia 22,2%
de PPO u Omnifluor en DMSO, finalmente se lavé con un exceso de agua durante 1 hora a temperatura
ambiente, o durante la noche a 4°C. Todos los lavados se realizaron con agitacién. El gel saturado con
PPO se sec6 al vacio con calentamiento (80°C), durante 3 hs sobre un papel tipo Wathman 1. Se
expusieron sobre pelicula KODAK X-Omat durante 7 a 30 dfas.
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METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Preparacién de DNA total.
Se aislé DNA total de R meliloti GR4 y GRT2Is siguiendo la técnica de Hull®?) con ligeras

modificaciones. Se cosecharon células cultivadas en medio AMA durante 24 hs por centrifugacién a
8.000 g. Se lavaron con Buffer TE 1x ( Tris HCl 10 mM pH=8, EDTA 1 mM). Al precipitado
resuspendido en 2 ml de sacarosa 25% (p/p) en TE 1x se le agregaron 2 mg de lisozima, y se mantuvo a
0°C durante de 5 min. Luego se agregaron 0,2 mg de proteinasa Ky 4 ml de EDTA 0,5 M. Las células
se lisaron por el agregado de 0,25 ml de Sarkosyl 10%. Posteriormente se las incubé a 60°C durante 16
hs con el objeto de digerir todas las proteinas celulares. Luego de esta incubacién, 1a mezcla, que era
de color amarillento translicido y altamente viscosa, se deposité sobre 10 ml de una solucién de CsCl
(69,6 gr de CsCl en 55,2 ml de TE 1x) que contenia 50 ng/ml de floruro de fenil metil sulfonilo (PMSF),
con el objeto de inhibir la proteinasa K, y se centrifugé en un rotor SW40 a 15°C durante 40 hs a 36.000
rpm. Del gradiente de densidad formado se aspir6, con una pipeta Pasteur con el pico cortado, la banda
superior, de aspecto opalescente y viscosa, correspondiente al DNA total. Este se dializ6 contra TE 1x a
4°C durante 48 hs con 4 cambios del buffer de lavado. La concentracién de DNA se determiné
midiendo la DO,. La pureza se determind mediante la relacién DO,y¢o/DO,g, que resultd ser 2.0
(relaciones Sptimas varian entre 1,9y 2,0 y menores a 1,8 califican al DNA como no apto para biologia
molecular)

Preparacién de DNA pldsmidico.

Los pldsmidos se purificaron siguiendo el método de Birnboim y Doly(G). Se partié de cultivos
de 1000 ml, que se dividieron en cuatro alicuotas iguales. Cada una de estas alicuotas se traté6 como
sigue. Las células, cosechadas por centrifugacién a 8.000 rpm (rotor SS34), se resuspendieron en una
solucién que contenia S0OmM glucosa, 25 mM Tris HCl pH=8 y 10 mM EDTA. Se afiadi6 una punta de
espdtula de lisozima, y se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 min. Luego se anadieron 10 ml
de la solucién de lisis (0,2 M NaOH, 1% SDS), se incubé en hiclo, con agitacién ocasional y suave.
Luego de 15 min, se anadieron 15 ml de una solucién de acetato de potasio 3M. Se mantuvo 30 min en
hielo. E1 DNA cromosomal, los restos celulares, las proteinas, y el SDS forman un complejo insoluble
que se separ6 por centrifugacion durante 20 min a 15 Krpm (rotor SS34). Al sobrenadante claro asi
obtenido, se le agregaron 0,7 volimenes de isopropanol, y se mantuvo 15 min a temperatura ambiente.
El precipitado conteniendo el DNA plasmidico se separé por centrifugacién a 10 Krpm (rotor SS34)
durante 15 min, y se lo lav6 con etanol 70%. Para secar el precipitado se lo mantuvo a temperatura
ambiente durante 15 min (tiempos mayores dificullan la disolucién posterior). S¢ agregaron 3,6 ml de
TE 1x hasta disolucién total del precipitado, luego 4,2 g de CsCl, finalmente cuando se hubo disuelto la
sal se agregaron 0,1 m! de bromuro de etidio 10 mg/ml. En caso de aparecer turbidez, se centrifugé a 10
Krpm (rotor SS34) durante 10 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo de ultracentrifuga y se
centrifugé a 40 Krpm (rotor R65 o 30Ti) durante 12-16 hs. En el gradiente formado aparecen un
precipitado y tres bandas fluorescentes a la luz ultravioleta. El precipitado corresponde a RNA y
prolcinas, la banda de mayor densidad (la mds cercana al fondo del tubo) corresponde a RNA, la banda
de densidad media al DNA plasmidico circular cerrado, y la de menor densidad (que puede no
aparecer) corresponde a DNA cromosomal o plasmidico circular con corte en una cadena o lineal. La
banda de densidad media sc recoge por aspiracién con una jeringa. El bromuro de etidio se extrae con
isopropanol saturado con CsCl, y sc dializa 24 hs contra buffer TE 1x. El DNA plasmidico presente en
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el dializado se concentrd por precipitacién con etanol, se resuspendi6 en buffer TE 1x (0,1-0,3 ml), y se
determiné su concentracién como se describi6 en la preparacién de DNA cromosomal.

Métodos de purificacién de dcidos nucleicos

Los métodos mencionados a continuacién tienen por objeto desproteinizar las soluciones de
4cidos nucleicos, eliminar agarosa de bajo punto de fusién cuando correspondiere, o concentrar el 4cido
nucleico.

Extraccién fenélica: Se utiliza fenol recién destilado, previamente se 1o equilibra con Tris HCI
1 M pH=8 (3-4 veces), hasta alcanzar un pH=7,6, y luego con una solucién Tris HC1 0,1 M pH=8§; 2
mM EDTA y 10 mM B-mercaptoetanol. Se le agrega B-hidroxiquinoleina hasta 0,1% y se lo conserva a
4°C.

La extracci6n se realiza con un volumen de fenol por cada volumen de solucién, se agita, se
centrifuga, v se recoge la fase acuosa (superior), sin tomar la interfase.

Extraccién con fenol:cloroformo: Se realiza de la misma manera utilizando una solucién de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico [25:24:1]).

Extraccién con cloroformo: Se utiliza cloroformo :alcohol isoamilico [24:1], y se procede como
en los casos anteriores.

Las extracciones se realizan en el orden descripto. Eventualmente se realizé una extraccién
final con éter etilico para eliminar otros solventes orgdnicos. El eter etilico se elimina por evaporacién
a42°C

Precipitacién etandlica: Se realizé llevando a 0,3 M de acetato de sodio, 0 2,5 M de acetato de
amonio, se agregaron 2,5 volumenes de etanol absoluto, se mantuvo 15 min a -70°C y se centrifugé de
15 a2 30 min a 4°Cen centrifuga Eppendorf.

Digestiones con endonucleasas de restriccién:

Para la digestién del DNA plasmidico con enzimas de restriccién se utilizaron las condiciones
y buffers recomendadas por los proveedores.
En el caso del DNA total se incubaron 40 ug de DNA con 60 unidades de cada enzima de
' restriccién, con el buffer y temperatura recomendadas durante una noche.
En ambos casos las reaccioncs se detuvieron bien por congelamiento, o bien por adicién de
una mezcla detenedora que permitia la siembra en geles de agarosa, y que contenia: Azul de
bromofenol 2.5% (p/v); 200mM EDTA, 100 mM Tris HCI pH:8; Glicerol 50% (v/v).

Electroforesis en geles de aparosa.
Se aplicé la técnica descripta por Maniatis®). Basicamente consistieron en electroforesis

horizontales, utilizando como buffer de corrida TBE 0,5x (TBE 5x: 0,45 M H3BO3 Tris; 10 mM
EDTA). La agarosa (BRL, # 5510UB) en concentraciones de 0,5 a 1% dependiendo del tamaiio de los
fragmentos a separar, adicionada con 1 pg/ml de bromuro de etidio. Se desarrollaron a 1-5 V/cm
(habitualmente 3 V/cm), durante el tiempo necesario para la separacién adecuada. La posicién de las
bandas se visualizé con un transiluminador UV de marca FOTODYNE . Como marcadores de peso
molecular se utilizaron digestos dc DNA de fago lambda con la enzima Hind 111
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Aislamiento de Jos fragmentos de DNA por electroelucién.
Los fragmentos de DNA usados como sonda se electroeluyeron de los geles de agarosa

siguiendo la técnica descripta por Maniatis®?), con algunas modificaciones. El pldsmido se digirid, se
separaron los fragmentos por electroforesis en agarosa, y se cort$ el trozo del gel que contenia el
fragmento de interés. Este fragmento se coloc6 dentro de una bolsa de didlisis con buffer TBE 0,25x, y
la bosa cerrada se colocd transversalmente en una cuba de electroforesis vertical que contenia el mismo
buffer adicionado con 1 ug/ml de bromuro de etidio. Se aplicaron 15 V/cm. durante 30 min, al cabo de
los cuales se invirti6 la polaridad durante 0,5-1 min a fin de despegar el DNA que hubiera podido
quedar pegado a la bolsa de didlisis. Se verificé 1a totalidad de la electroelucién por una observacién
répida a la luz ultravioleta. La solucién de la bolsa de didlisis conteniendo el fragmento de interés se
recuperd, se traté con fenol:cloroformo, y cloroformo, se concentrd, y se estimé6 su concentracién por
electroforesis en un minigel de agarosa (0,3x4x10 cm).

Marcado por"random priming".
Este método consiste en la hibiridizacuén del fragmento de DNA a marcar con

hexanucledtidos y la posterior utilizacién de estos dltimos como "primer” por el fragmento Klenow de
la DNA polimerasa I de E. coli. Los oligonucleétidos provienen de la digestién parcial de DNA de
timo, y estdn representadas todas las secuencias de bases posibles. Este método rinde sondas de alta
actividad especifica y permite marcar cantidades pequefias de DNA.

Se utilizé un kit comercial (Boheringer Manheim), y se procedié de acuerdo a las condiciones
recomendadas por el proveedor. Se mezciaron 40-200 ng de DNA desnaturalizado, con el buffer
conteniendo los oligonucle6tidos, tres nucleétidos frios, 50 wCi del restante oligonucledtido radioactivo
(dATP a[S:P] odCTP a[32P]), 10 unidades del fragmento Klenow, y se incubé durante 16 hs a 37°C. El
nucle6tido que no reaccioné (30% aproximadamente), se elimind por filtracion en una columna (0,5x6
cm) de Sephadex G-50 equilibrada con buffer TE 1x. El fragmento de DNA radioactivo se recuperé en
el excluido. La actividad especifica lograda de esta manera fue aproximadamente de 1x10® cpm/ug de
DNA.

Transferencia de DNA a filtros de nitrocelulosa ("Southern blot") e hibridizacién.

El gel de agarosa donde se desarrolid la electroforesis se traté durante 30 min con 330 ml de
una solucién de NaOH 0,5 M NaCl 1,5 M y agitacién, con ¢l objeto de desnaturalizar el DNA.
Posteriormente se neutralizé el gel incubando otros 30 min con el mismo volumen de Tris HCI 1 M
pH=8y NaCl 1,5 M, con agitacién constante. El DNA se transfiri6 a filtros de nitrocelulosa siguiendo
(1:5)‘ utilizando como solucién de transferencia 20x SSC (3M NacCl, 0,3M Citrato
de sodio). Los filtros se calentaron a 80°C. La prehibridizacién se 1levé a cabo en bolsas de polietileno
durante 30 min a 65°C en una solucién que contiene: 3x SSC; 5x Denhardt (50x Denhardt: Ficoll 2%
(p/v); polivinilpirrolidona 2% (p/v); albimina sérica bovina 2% (p/v)); DNA de espcrma de salmén

la técnica de Southern

S0ug/ul y SDS 0,1% (p/v). Para la hibridizacion se agregé la sonda (0,5-1 x 10° cpm/ml , Act. Esp.

> 1x107cpm/p.g DNA), y se mantuvo a 65°C durante 20-24 hs con agitacion. Los filtros hibridizados se
lavaron 3 veces durante 45 min con 1x SSC; 0,1% SDS (p/v) a la misma temperatura. Los filtros secos o
himedos se expusieron a -70°C con una pelicula X-Omat, utilizando pantallas intensificadoras durante
1-20 dras.



a8

Para rehibridizar los filtros, se lavaron sumergiendo el filtro en 0,15 N NaOH durante 10 min,
se neutralizé con tres lavados de 3x SSC de 10 min cada uno. e

2
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ENSAYOS DE INTERACCION BACTERIA PLANTA.

Preparacién de las planta:
Se realiz6 de acuerdo a lo descripto previamenle(ss). 100-200 semillas de alfalfa (Medicago

sativa) se colocaron con 100 ml de H,SO, concentrado durante 5 min, luego se diluyé a 1000 ml con
agua destilada estéril en baiio de hielo, se removié esta solucién y se lavé cinco veces con 500 ml de
agua destilada estéril cada vez. Las semillas estériles se germinaron durante 24-48 hs. en placas de Petri
con medio AMA sdlido a 30°C. Las semillas germinadas se transfirieron a tubos de vidrio (17,5x 2 cm.)
con 10 0 20 ml de medio Jensen(!*®) (CaPO, 1 g/1; K,HPO, 0,2 g/l; MgSO,.7H,0 0,2 g/l; NaC1 0,2 g/L;
FeCl, 0,1 g/'y agar 0,8 g/l, suplementado con 1 ml de una solucién de oligoelementos (Bo 0,05%; Mn
0,05%; Zn 0,005%; Mo 0,005%; Cu 0,002% a pH=7). Estos tubos se transfiriecron a un cuarto
climatizado (23-25°C), iluminado con tubos Grolux (fotoperiodo: 18 hs.). Las plantas se inocularon
dentro de los 3 a 7 dfas de transferencia al tubo con R meliloti de un cultivo de (DOg(=0,8).

Tincién de raices no fijadas y observacién microscépica.
En este caso las plantas se transfirieron a tubos pico de flauta con medio Jensen. La
inoculacidén consistié en exponer las raices al cultivo de la bacteria durante 15 min. A partir de este

momento, diariamente, y hasta 10 dias se retiraron plantas y se separaron las raices ubicdndolas sobre
un portaobjeto. Las raices se tifiieron sobre el portaobjetos con azul de metileno 0,05%7 en solucién
de Fahreus®®) (CaCl, 0,01%, MgsO,.7H,0 0,012%, KH,PO, 0,01%, Na,PO,.2H,0 0,015%, citrato
de hierro 0,0005%, trazas de Mn, Cu, Zn, B, Mo). La observacién se realizé al microscopio éptico en
campo claro a 100 y 400 aumentos. Para las fotografias se utilizaron peliculas Kodak VR-G 400 asa.

Ensavo de nodulacién.

Las plantas en tubos con 20 ml de medio Jensen se inocularon con 0.2 ml de un cultivo de R
meliloti, y sc mantuvieron durante 4 semanas en €l cuarto climatizado.

Ensavo de reduccién de acetileno.

La capacidad para fijar nitrégeno de los nédulos se determiné por reduccién del acetileno a
etileno. Los tubos se sellaron, y se reemplazé 5 ml de aire por el mismo volumen de acetileno. Se
incubé a temperatura ambiente durante 1 a 4 hs. El etileno se separé por cromatografia gaseosa,
utilizando una columna de Porapack N, y sc¢ detect$ con un detector de llama.
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