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A la memoria de mama...

“..your light’s reflected now,
reflected from afar...

We were but stones...

Your light made us stars”

(E. Vedder, “Lightyears”)
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Factores de adhesion de Rhizobium leguminosarum y su rol en la formacion de
biofilms

Rhizobium leguminosarum es una a-proteobacteria que puede establecer simbiosis con
ciertas leguminosas. La formacién de un biofilm puede favorecer la persistencia en suelos y en
la rizosfera y también contribuir a la competitividad para la infeccion de la leguminosa. En esta
tesis se estudiaron factores importantes para la adhesién a diversos sustratos y la formacién de
biofilms. Uno de los factores estudiados fue la proteina de adhesion RapAl, secretada a través
del sistema PrsDE. Se sobreexpres6é RapAl y se observd que esto produjo diversos fenotipos
de superficie, incluido el aumento de adhesion a sustratos abiéticos y la formacion aumentada
de biofilms in vitro. Se estudié la relacion entre RapAl y el exopolisacarido acidico (EPS) y el
requerimiento del EPS y PrsDE para formar biofilms en flujo continuo. Se analizé la localizacion
de RapAl y de otras proteinas relacionadas y se estudiaron posibles mecanismos involucrados
en la localizacion. Algunos estudios complementarios sobre el efecto de RapAl sobre la
superficie, efecto de expresion de otras Raps y regulacion de genes relacionados con la
adhesion fueron encarados de manera inicial. La interaccién entre Polisacaridos de superficie y
adhesinas proteicas resulta clave para la adhesion y formacion de biofilms, dos fenémenos

importantes en la biologia de Rhizobium y de relevancia para la humanidad.

Palabras clave : Rhizobium; biofilm; adhesion; exopolisacarido; proteinas secretadas;

localizacion.



Adhesion factors from Rhizobium leguminosarum and their role on biofilm
formation

Rhizobium leguminosarum is an a-proteobacteria that can establish symbiosis with
certain legumes. Biofilm formation can improve persistence in soil and in the rhizosphere and
can also contribute to competitivity for legume infection. Several factors, important for substrate
adhesion and biofilm formation, were studied in this thesis. The PrsDE-secreted protein RapAl
was one of the adhesion factors studied in this work. RapAl was overexpressed and we
observed this produced a complex surface phenotype, enhancing adhesion to abiotic substrata
and the formation of biofiims in vitro. The interaction between RapAl and the acidic
exopolysaccharide (EPS) was examined as well as the requirement for EPS and a functional
PrsDE for biofilm formation in continuous-flow conditions. The subcellular localization of RapAl
and related proteins was also examined and putative mechanisms for localization were studied.
Some additional studies on the effect of RapAl overexpression on cell surface, the expression
of other Rap family members and the analysis of the expression of adhesion-relevant genes
were performed but only preliminary results were obtained. The intarections between surface
polysaccharides and adhesion proteins is key for adhesion and biofilm formation; two important

phenomena in the biology of Rhizobium and of great relevance to man.

Key words : Rhizobium; biofilm; adhesion; exopolysaccharide; secreted proteins;

localization



Abreviaturas

aac. Aminoacido

ABC. (ATP binding cassette) Cassette de union al ATP

ADN é&cido desoxirribonucleico

AHL. Acil-homoserina lactona

AMP ampicilina

ARN é&cido ribonucleico

ATP adenosina trifosfato

bv. biovariedad

Cm cloramfenicol

CLSM *“Confocal Laser Scanning Microscopy” (microscopia de barrido laser confocal)
C-term. Carboxiterminal

CPS polisacarido capsular

EDTA &cido etilendiaminotetraacético

EPS Exopolisacéarido

Fragm. Fragmento

Fix- nédulos incapaces de fijar nitrdgeno atmosférico

Gal galactosa

GalA &cido galacturénico

GFP (green fluorescent protein) proteina verde fluorescente

GIuA &cido glucurénico

GIcN glucosamina

Kb kilo bases

KDa KiloDalton

LPS lipopolisacéarido

Man manosa

ME membrana externa

MFP (membrane fusion protein) proteina de fusiébn de membranas
MI membrana interna

min minuto

mM milimolar

Mpb mega pares de bases

DO densidad 6ptica

OMF (outer membrane factor) proteina de la membrana externa
ORF (open reading frame) marco de lectura abierto

pb pares de bases

PCR (polimerase chain reaction) reaccion en cadena de la polimerasa
PM peso molecular

PrsD-PrsE sistema de secrecion de proteinas, componentes Dy E.
pSym plasmido simbidtico

Rap (Rhizobium adhering protein) proteina de adhesion de Rhizobium
rpm revoluciones por minuto

RTX proteinas (repeat in toxin) repeticiones en tandem presentes en toxinas



SDS-PAGE Electroforesis en Gel de Poliacriimida con SDS (Dodecil Sulfato de Sodio)
Sist. Sistema

Spp especies

SST Sistema de Secrecion Tipo (1, 11, 11, IV, V, VI)

TAT (Twin-Arginine Traslocation) Sistema de secrecion Traslocador de Doble Arginina.
TCA &cido tricloroacético

3-D tridimensional

UDP uridina trifosfato

Glosario:

Buffer: solucion de pH constante o tampén.
Pellet: precipitado obtenido después de centrifugacion de una solucion
Uptake: incorporacion mediante sistemas de transporte.
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INTRODUCCION

Rhizobium leguminosarum

Clasificacion

Rhizobium leguminosarum es una a-proteobacteria que pertenece al orden Rhizobiales,

dentro del cual también se encuentran familias que contienen patdgenos animales, como

Brucellaceae y Bartonellaceae,

patégenos vegetales y diversos simbiontes como

Bradyrhizobiaceae y Rhizobiaceae entre otros (Fig I1). Una caracteristica comin es su

capacidad de interactuar con hospedadores eucariotas superiores, muchas veces como

habitantes intracelulares en una relaciébn que puede ser de patogenia como el caso de los
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Figura I1. Clasificacion de las a-proteobacterias.

Adaptado de Ettema y col. 2003.

Rhizobiales

Se muestra el habitat ecolégico, el contenido de pares GCy los tamafios de los genomas de las especies mas representativas.
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Rickettsiales o, dentro de los Rhizobiales, los géneros Brucella y Bartonella o en una
interaccion simbidtica como en el caso de las grupo genéricamente denominado “rizobios”. Los
géneros capaces de establecer relaciones simbidticas con plantas presentan genomas de gran
tamafio (7-9 Mb), caracteristica comun entre bacterias que deben subsistir en suelos y donde la
presion de seleccion es alta ([1], Fig 11) y la diversidad metabdlica es una ventaja adaptativa
[2,3].

Genética

En los genomas de rizobios analizados hasta el presente, se han detectado
caracteristicas comunes que son el reflejo del estilo de vida que afrontan. Los genomas de
rizobios se presentan como multipartitos, con diferentes replicones de numero variable segun el
género [4-6]. La mayoria cuenta con uno o dos cromosomas 0 genoma “core” (nicleo) y un
namero variable de plasmidos o genoma “accesorio”. Esta configuracion podria ser ventajosa
para la division, dado que presenta multiples origenes de replicacién, lo que contribuiria a la
velocidad de replicacion del genoma y a la transferencia horizontal de genes. La posibilidad de
movilizar plasmidos o regiones, como los “Plasmidos Simbio6ticos” 6 “Islas de Simbiosis”,
contribuiria a la transferencia de funciones simbidticas dentro de la comunidad de rizobios del
suelo. El genoma de R. leguminosarum consta de un nucleo (core) y un namero variable de
megaplasmidos. En R. leguminosarum bv viciae 3841, el tamafio total del genoma asciende a
7,75 Mb y estda compuesto por 7 replicones: un cromosoma de 5 Mb y 6 replicones
independientes o “megaplasmidos”, dos de estos megaplasmidos pueden ser transferidos por
conjugacion (pRL7 y pRL8) y el plasmido simbidtico se halla bien identificado (pRL10); el
cromosoma tiene una alta representacién de genes esenciales, pero también hay genes
importantes representados en los plasmidos. Existen similitudes entre los plasmidos y el
cromosoma respecto de las clases funcionales de genes que poseen, a excepcion de pRL7 que
es bastante diferente del resto del genoma, con alta proporcibn de genes de funcion
desconocida o aparentemente foraneos [5]. ElI genoma de R. leguminosarum bv trifolii
WSM1325 tiene 7.4 Mb y esté separado en 5 replicones: el cromosoma y 4 plasmidos [7]. Entre
los genomas secuenciados de rizobios, se puede encontrar que una alta proporciéon de genes
esta involucrada en funciones metabdlicas y a la movilizaciéon y el aprovechamiento de

metabolitos o la eliminacién de toxinas [4,5,8].
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Se ha propuesto que la duplicacion de genes explicaria el gran tamafio de los genomas
de rizobacterias [4]. Se ha demostrado que existe una correlacion positiva entre el tamafio de
genoma y el numero de paralogos [9] y se planteé que este fendbmeno seria una ventaja
adaptativa al ambiente [10]. En los genomas de los rizobios se han observado un mayor
namero de vias metabdlicas que las que se conocen, por ejemplo, en E.coli [6], incluyendo un
namero importante de posibilidades fermentativas. La plasticidad metabdlica de los rizobios les
permitiria colonizar competitivamente el suelo, la rizosfera y también, luego de diferenciarse a

bacteroide, habitar el medio intracelular de la planta, tres nichos ciertamente muy diferentes.

Los rizobios son particularmente ricos en sistemas de transporte del tipo ABC (ATP-
Binding Cassette); R.leguminosarum presenta un alto numero de sistemas de transporte,
distribuidos por todo el genoma, pero con especial representacion en los plasmidos pRL9,
pRL12 y pRL10 (27.5%, 21.7% y 18% del total de genes en cada replicon).

Esta distribucion es consistente con la posesiéon de sistemas de eflujo y “uptake” como
ventajas adaptativas de genoma “accesorio” para soportar diferentes condiciones ambientales y

disponibilidad de recursos, también observado en otras especies del género [4].

Identificacion

R. leguminosarum pertenece al grupo Rhizobium/Agrobacterium y su especie posee
dos biovares trifolii y viciae, identificados por el hospedador vegetal que son capaces de
nodular (trifolii es capaz de nodular trébol y viciae es capaz de nodular vicia, arveja y algunas
especies de poroto). Originalmente se incluia un tercer biovar en esta especie (phaseoli),

recientemente asignado a una especie independiente cercana: R. etli [11].

Desde hace siglos se documento el efecto fertilizante que la rotacion de cultivos de
leguminosas tenia sobre el suelo [12]. Luego se describid, a finales del siglo XIX, que los
nédulos en las raices eran responsables de la capacidad de estas plantas de aprovechar
nitrégeno atmosférico (Hellriegel). Poco después se identific6 un microorganismo a partir de los
nédulos de Vicia faba (Beijerinck, 1888), inicialmente denominado Bacillus radicicola, y luego
denominado Rhizobium leguminosarum (Frank 1889). Se demostré que ésta era la bacteria que
inducia la formacién de noédulos en la raiz de leguminosas dentro de los cuales bacterias

diferenciadas proveian nitrégeno reducido a la planta. Al tiempo de ser publicados estos
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trabajos se comenzé a emplear la practica de inoculacion en la agricultura [13].

Inicialmente se identificO que bacterias obtenidas de nddulos de arvejas no inducian
ndédulos en otras especies (Nobbe 1895), lo que dio origen a una clasificacién basada en los
grupos de organismos nodulados por cada rizobio. Sin embargo, se mostré6 que algunas
especies son capaces de nodular una amplia gama de leguminosas; este es el caso de
Rhizobium sp. NGR234, capaz de nodular mas de cien géneros [14,15]. Esto introdujo la
necesidad de un sistema de clasificacién mas robusto. Luego de casi un siglo de los trabajos e
identificaciones iniciales, las técnicas moleculares de filogenia como la secuenciacion de ADN y
el uso de la secuencia de ciertos genes para la determinacibn de especies y grupos
filogenéticos aportaron herramientas fundamentales para la clasificacion de los rizobios [16].
Sin embargo en la Ultima década se han planteado evidencias de la ambigledad del uso de
secuencias del rRNA como “gold standard” y se ha planteado la necesidad de una revision
general a la hora de asignar nomenclaturas y taxonomias dentro del género, sugiriéndose la

combinacion de diversas herramientas para una clasificacion menos ambigua [15].

Fisiologia

Los rizobios como grupo de bacterias rizosféricas que presentan la posibilidad de
nodular leguminosas, se encuentran en su habitat natural en varios estados fisioldgicos
posibles. En vida libre en el suelo pueden tener que afrontar estrés osmatico o acidico; en la
rizosfera, las condiciones pueden ser mas favorables nutricionalmente, pero es una region de
alta competencia, y dentro del nddulo el estado fisioldgico es muy particular cuando la bacteria
se diferencia a bacteroide. Esta necesidad de lidiar con situaciones tan disimiles puede ser
una explicacidn de los genomas de gran tamarfio y complejos que las bacterias de este grupo

presentan y que pueden albergar una amplia diversidad metabdlica [17].

Rhizobium leguminosarum es microaerdfilo, metaboliza azlcares a través de la via
Entner-Doudoroff [4,18] y es capaz de utilizar la via de las pentosas fosfato y hacer
gluconeogénesis para la sintesis de biomoléculas (aunque no esta claro el requerimiento de la
gluconeogénesis dentro del nddulo). Se ha detectado el uso del ciclo de los &cidos
tricarboxilicos para la oxidacion de acidos organicos [19] tanto en condiciones de cultivo como
en bacteroides. También se ha descripto la utilizacion de di-sacéridos como sacarosa, por parte

de los rizobios de “crecimiento rapido” (Rhizobium y Sinorhizobium) y se han identificado
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operones gue contienen sistemas de transporte y enzimas degradadoras de oligosacaridos
como trehalosa, rafinosa, maltosa y sacarosa [20]. También se ha mostrado la capacidad de los
rizobios de metabolizar polialcoholes, como el manitol [21] el cual puede ser usado como fuente

principal de carbono.

Rhizobium leguminosarum puede utilizar una gran cantidad de moléculas con fines
metabdlicos; se observa en los genomas de los rizobios que existe una gran cantidad de
sistemas de transporte y catabolismo de diferentes metabolitos que podrian estar relacionados
a la diversificacion de las bacterias asociadas a plantas [22]. Los rizobios también son capaces
de metabolizar una amplia gama de moléculas liberadas por plantas; esta caracteristica podria
servir como ventaja adaptativa y como estrategia de “preseleccion” en la relacion simbidtica, ya
gue segun se ha propuesto, las capacidades simbidticas podrian estar ligadas genéticamente a

capacidades metabdlicas [17].

El metabolismo de aminoacidos es de gran importancia en R. leguminosarum; existe
una estrecha relacién entre el flujo de acidos organicos di- o tricarboxilicos, la transaminacion —
que se realiza a través de glutamina sintasa/GOGAT- y la fijacién de nitr6geno. La interrupcion
de alguno de estos procesos afecta seriamente el resto y resulta en reduccion o pérdida de la
capacidad de fijar nitrégeno [18]. Otros factores metabdlicos importantes para el proceso de
fijacién del nitrdgeno atmosférico son los oligonutrientes como los metales y las vitaminas;
ademas del complejo de nitrogenasa, que tiene requerimiento de Fe y Mo, se requieren otras
metaloproteinas como algunos citocromos especificos de nddulo y proteinas de la cadena
respiratoria. Los rizobios poseen una gran capacidad para obtener hierro, ya sea libre o para
generar cofactores, y ademas tienen una notable capacidad de captar hierro asociado a
cofactores no propios, demostrando una mayor amplitud de recursos para la obtencién de este
metal que otros linajes [17]. La regulacion de genes por sensado de hierro se da a través de
factores distintos a los utilizados por enterobacterias, utilizando una proteina del tipo RirA,
sobre todo en el caso de R. leguminosarum, S. meliloti y especies cercanas, a diferencia de
factores del tipo Fur utilizados por E. coli; sin embargo, un factor homélogo a Fur regula el
operén sitABCD, identificado en S. meliloti y R. leguminosarum como encargado de la
captacion de manganeso, un cofactor importante para la fijacion de nitrdgeno, entre otros

procesos [23].

Recientemente se ha estudiado la captacion de Niquel (un cofactor importante para la
fijacién de Nitrégeno), identificAndose proteinas responsables del transporte de niquel en el
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operén “Hup” (por Hydrogen uptake), destacandose en Bradyrhizobium japonicum una proteina
secretada capaz de unir niquel mediante regiones ricas en histidina [24] y recientemente se
identific6 en R. leguminosarum un transportador de niquel requerido para la actividad de

nitrogenasa [25].

Los rizobios requieren vitaminas para crecer, por ejemplo biotina, tiamina, acido
Pantoténico, riboflavina, acido nicotinico y algunas otras, segln la especie [26]; el activo
metabolismo de acidos carboxilicos hace importante el requerimiento de vitaminas que actlan
como cofactores de rutas metabdlicas de sintesis o degradacion. Los medios de cultivo
desarrollados para rizobios poseen estas vitaminas segun necesidad, y se ha detectado que
algunas de estas vitaminas se hallan en la rizésfera, ya sea por secrecién por parte de la planta
0 porque son secretadas por otros organismos alli presentes como Pseudomonas o
Azospirillum. En efecto, en ocasiones, el efecto positivo de la coinoculaciéon con diferentes
especies puede responder a la complementacion metabdlica-nutricional o de sefiales que se
observa entre distintos géneros. Se han caracterizado algunas vias de biosintesis o salvataje
de vitaminas en rizobios [27,28], las cuales parecerian estar altamente inducidas en la
rizosfera, posiblemente para aprovechar la captacién de intermediarios secretados o por

necesidad metabdlica al momento de la nodulacion.

Nodulacion y fijacion de nitrégeno

Relevancia

Las leguminosas abarcan grupos de granos y forrajes (cereales, semillas, vainas y
porotos). Componen el 27% de la produccién de cultivos, consistiendo el 30% de la ingesta de
proteinas de la poblacién mundial [29]. El aporte nutricional de las leguminosas es importante,
sobre todo si se tiene en cuenta la accesibilidad de grupos relegados econdmicamente en los
que la representacién de legumbres en la dieta es mas elevada; se conoce a las legumbres
como “la carne del pobre”.

La fijacion biologica de nitrégeno es un proceso de importancia bioldgica y agronémica
facilmente distinguibles, sin embargo, también es importante en otros aspectos, por ejemplo en
términos ecoldgicos, en los que la fertilizacion con nitrégeno de origen industrial demanda

gastos de energia y quimicos de origenes no renovables, ademas de la contribucion al cambio
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climatico por el gasto de combustible y energia en su produccion y distribucién. Para el afio
2050, se espera que la poblacién mundial se duplique. Es razonable esperar que la necesidad
de nitrégeno fijado para la produccién agricola también se duplique. Si esta necesidad se suple
a través de fuentes industriales, el uso de fertilizantes sintéticos de nitrdgeno se incrementara
hasta igualar la cantidad producida biolégicamente. Esta cantidad de fertilizante requerira la
combustion de aproximadamente 270 millones de toneladas de carbon o su equivalente
(fuente: Biological Nitrogen Fixation: Research Challenges - A Review of Research Grants
Funded by the U.S. Agency for International Development [1994]).

Ademas, el mal uso de fertilizantes de nitrégeno puede llevar a la acumulaciéon de
nitrégeno en el suelo y su escorrentia a cuencas hidrograficas puede llevar a disminucién en la
concentracion de oxigeno o inclusive a generar areas de anoxia estacionales (fuente:

http://minerals.usgs.gov/minerals/pubs/commodity/nitrogen/mcs-2011-nitro.pdf). A nivel

econdmico, sustituir la fijacién biolégica de nitrégeno con fertilizantes nitrogenados industriales,
insumiria un gasto de 7 a 10 mil millones de dolares [30], ademas del impacto ambiental
mencionado previamente. Resulta entonces de vital importancia para la produccién de
alimentos de la humanidad, que la nodulacién simbiética de las leguminosas ocurra de manera
exitosa; la fijacion biol6gica de nitrégeno en las simbiosis rizobio-leguminosa es sumamente
beneficiosa para el sistema bioldgico, para la agricultura y puede evitar altos costos ecoldgicos

y econémicos en la provisién mundial de alimentos.

Infeccién y nodulacion

Rhizobium leguminosarum es capaz de establecer simbiosis con diversas leguminosas
(arveja, lenteja, poroto, vicia y trébol, entre otros) y fijar nitrdgeno dentro de nédulos de raiz. La
interaccion con leguminosas hospedadoras es un proceso que involucra un “didlogo” quimico
entre bacterias y hospedador, usando una variedad de moléculas sefal [31,32]. Las plantas
secretan compuestos fendlicos (flavonoides) que son reconocidos especificamente por una
proteina sensora bacteriana (NodD) que activa diversos genes, incluyendo aquellos
involucrados en la sintesis de los “factores de nodulacién” o “factores Nod” compuestos por
lipoquitooligosacéaridos [33]. Las sustituciones quimicas especificas en estos factores
determinan la especificidad de interaccién con la leguminosa hospedadora [34]. Luego de la

interaccion de los factores Nod especificos con sus receptores sobre la célula de la planta, se
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inducen transformaciones morfologicas y fisiolégicas, los pelos radiculares se curvan y los
niveles de calcio intracelular oscilan [35]. Una bacteria asociada a superficie puede quedar
atrapada al curvarse el pelo radicular y establecer un hilo de infeccion produciendo
alteraciones en la membrana plasmatica de las células del hospedador gracias al suplemento
continuo de factores Nod [36]. Mientras tanto, se estimula la divisién de las células corticales de
la raiz, llevando a la formacién del primordio nodular [34]. De acuerdo al tejido radicular que
genere el primordio nodular, se tratard de nddulos determinados cuando provienen de células
corticales externas. Los ndédulos determinados son, mas frecuentes en especies de
leguminosas “tropicales” (como la soja), presentan una morfologia esférica y son viables por un
periodo mas corto. Cuando el nédulo se origina a partir de células corticales mas profundas da
lugar a un nddulo indeterminado, que es viable por periodos mas prolongados y posee una
morfologia elongada, producto de su continuo crecimiento, pudiéndose diferenciar la region
meristematica apical, donde hay activa fijacion de nitrégeno, de la zona proximal, que se
compone de células mas proximas a la senescencia. Este tipo de nddulos es mas frecuente en
leguminosas del tipo “templado”, como alfalfa, nodulada por Sinorhizobium meliloti o vicia,

nodulada por R. leguminosarum. [37]

Mientras se induce el primordio nodular, se desarrolla el hilo de infeccion; la bacteria
infectante se divide produciendo una “infeccion clonal”, y cuando el hilo de infeccion alcanza el
nédulo de la raiz, las bacterias son liberadas dentro de las células hospedadoras rodeadas de
membrana de origen vegetal, a continuacion, las bacterias se diferencian en bacteroides,

expresando genes relacionados con la fijacién de nitrégeno [38] (Fig 12).

En el fendmeno de nodulacién, luego de un proceso de infeccién y de evasion de las
defensas de la planta, los rizobios son liberados dentro de la estructura proliferativa que dara
lugar al nédulo. Dentro del ndédulo ocurre un proceso de diferenciacion en el que se expresan
los genes involucrados en la fijacidn biolégica de nitrégeno vy la fisiologia de la bacteria cambia
notablemente para dar lugar a un estado enfocado en la fijacién de nitrégeno atmosférico en
forma de amonio. Este proceso tiene una demanda energética muy alta, necesitandose 16
moléculas de ATP por cada molécula diatdmica de nitrégeno atmosférico asimilado. Una vez
reducido, el nitrégeno puede atravesar membranas por difusién y ser asimilado por la planta o
bien ser transaminado por el bacteroide a esqueletos carbonados; el metabolismo de
carboxilatos es muy importante en la simbiosis y se ha observado un importante flujo de acidos

di- o tri-carboxilicos hacia el bacteroide [18].
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Rhizobium

Figura I2. Interaccién quimica entre leguminosa y rizobio.

Flavonoide /

Leguminosa

Se esauematiza el intercambio de atractantes auimicos v la interaccidén con sus receptores.

Adhesion a la raiz: el rol de los polisacaridos y lectinas.

La adhesién del rizobio al pelo radicular contribuye a la eficiencia de nodulacion [33]. Es

evidente que en este proceso las estructuras o moléculas asociadas a la superficie del rizobio

pueden tener un rol crucial. Los rizobios son capaces de sintetizar diversos polisacaridos que

cumplen multiples roles fisioldgicos. Los polisacaridos de superficie pueden tener un papel

importante en la adhesion a superficies, y en el caso de adhesion a células vegetales, los

polisacaridos son importantes tanto para la adhesion como para la infeccion. Se ha propuesto

que diferentes mecanismos de adhesion mediados por distintos polisacaridos podrian estar

disponibles en diferentes condiciones ambientales [33,39].
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La union del rizobio a los pelos radiculares es un paso clave en el establecimiento de

simbiosis. En R. leguminosarum, la unién a raiz se plante6 originalmente como diferenciable

entre union “temprana” y unién “firme”, en la que lectinas y diferentes polisacaridos tienen

funciones particulares (Fig 13) [40].

Se postuld6 que las lectinas
provenientes de la planta hospedadora
tenian importancia en la especificidad de
seleccion del rizobio que iba a nodular la
planta debido a que se observaba
especificidad rizobio-leguminosa ya en

estadios iniciales de adhesion.
Experimentos en los que se expresaba de
manera transgénica una lectina de arveja
en trébol, lograron cruzar la preferencia de
un biovar de R. leguminosarum, siendo las
plantas de trébol transgénicas noduladas
por R. leguminosarum bv. viciae (biovar
gue nodula la arveja) [41]. Sin embargo, a
medida que aumenta la divergencia entre
el par leguminosa hospedadora y rizobio
productor del factor Nod, la capacidad de
ampliar el espectro de nodulacién por

agregado de lectina disminuye [42].

Un modelo planteado para la

adhesion rizobio-planta hospedadora
proponia que la adhesion inicial era
mediada por lectinas de la planta

hospedadora y que el reconocimiento

entre lectina, rizobio y planta era

&% Glucanos ciclicos ;,;g..\ffi,} CPS
g Celulosa

Peptidoglicano

é LPS
[

Figura 13. Modelo de polisacaridos de superficie de

1™ ¥ Glucomanano

Rhizobium.
Modificado a partir de Rodriguez-Navarro y col. 2007

especifico y determinaba la especificidad de nodulacion [43—45]. Luego se observé que la

especificidad de interaccion no estd dada por las moléculas de adhesion, si no por la

interaccion entre el factor Nod secretado por el rizobio y el receptor de tipo LysM de la planta

[35]; pero se plantea que lectinas de planta y proteinas de los rizobios son importantes en los
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pasos iniciales de adhesién [33,46]. En condiciones neutras o basicas especialmente, el calcio
seria importante para la adhesion [47], y se ha propuesto que una proteina que une calcio, la
rhicadhesina, es fundamental para la adhesién de los rizobios y estaria difundida en varios
géneros [46,48]. Se postulé que la rhicadhesina posee dos dominios de unién, uno con afinidad
por la superficie de la bacteria, otro capaz de unirse a la superficie de la raiz, y que la proteina
acta como “puente” estableciendo la unién. Se sabe que R. leguminosarum secreta diversas
proteinas al medio y que éstas son capaces de unir calcio [49,50], sin embargo ninguna de

estas proteinas identificadas es rhicadhesina, ni se ha clonado el gen de rhicadhesina.

RapAl fue identificada en una busqueda genética para identificar el gen de ricadhesina
[51] (Ver seccién 5.d); si bien existen varias similitudes entre Rhicadesina y RapAl, por
ejemplo, ambas son proteinas secretadas, unen Calcio y podrian actuar como adhesinas; la
diferencia entre los tamafios de ambas proteinas (14 KDa para Rhicadesina, 24KDa para
RapAl) hace improbable que RapAl sea Rhicadhesina [51,52]. Ademas, la familia Rap tiene
homologos sélo en el género Rhizobium, mientras que se ha planteado la presencia de
Rhicadesina en varios miembros de la familia rhizobiaceae [46,48]. El comportamiento de
RapAl asemeja en parte al de la lectina BJ38 de B. japonicum, que se localiza polarmente y es

capaz de aglutinar bacterias en forma de rosetas [53].

Recientemente, se ha mostrado que en la union temprana de R. leguminosarum a los
pelos radiculares, participarian lectinas vegetales que interaccionarian con un polisacarido
neutro de superficie y de localizacion polar denominado glucomanano [54,55]. El glucomanano
fue capaz de unir las lectinas PSL (de Pisum sativum) y VSL (de Vicia sativa). Justamente,
usando dichas lectinas acopladas a Rhodamina se demostrd la localizacién unipolar del
glucomanano sobre la superficie de la bacteria. Ademas, cuando se utilizo lectina acoplada a
Rhodamina (PSL-Rh) para marcar bacterias asociadas a raiz, se observo que el polo marcado
(donde esta presente el Glucomanano) es el que interactlia con el pelo radicular. Esta marca
puede ser desplazada por el hapteno, pero la unién a raiz no se altera, demostrando que el
glucomanano no es suficiente por si solo para la adhesiéon polar a pelos radiculares. Los
autores proponen que al pH estudiado, la adhesion por rhicadhesina (o similares) podria ser
aun funcional. En condiciones acidicas, el calcio estaria no disponible por lo que adhesinas
qgue usan calcio no serian un mecanismo viable de adhesion; en estas condiciones el

mecanismo glucomanano-lectina seria preponderante [33]. Laus y col (2006) sugieren que
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ciertas adhesinas proteicas se expresarian en el mismo polo que el glucomanano y serian

responsables de la adhesion a pH~7.2 [54].

El gen gmsA que codifica para una glicosil transferasa fue identificado en una

busqueda de genes de biosintesis de
polisacaridos de superficie [55], entre
los que se identificé también el gen gelA
involucrado en la sintesis del
polisacarido gelano; gmsA fue clave en
la sintesis del glucomanano y los genes
vecinos estarian relacionados en la
produccion y secrecion del
glucomanano; la mutacién en gmsA no
impidié la formacién de biofilms in vitro,
sin embargo la adhesion a raiz a pH
ligeramente acido (6,5) fue seriamente
afectada en la cepa gmsA, pero no a pH
ligeramente alcalino (7,5) de manera
coherente al modelo planteado en

trabajos previos, en el que el

Condiciones Acidas Condiciones Basicas

Rhicadhesina

v

Lectina

¥

Rhizobium

!

Glucomanano

Celulosa

"Cap” sobre pelo radicular

Figura 4. Modelo de adhesion a pelo radicular. Se distingue entre
condiciones acidas (izquierda) y condiciones neutras o basicas
(derecha). Se observan diferentes roles de moléculas adhesivas de
superficie. Adaptado de Downie (2010).

glucomanano es importante para la adhesion a pH acido ya que en condiciones alcalinas las

lectinas de planta que unen al glucomanano se separan de los pelos radiculares [54]. El grupo

de genes asociado a gmsA estaria conservado en rizobios y Agrobacterium pero no en

Brucella, sugiriendo que el glucomanano presentaria funciones relacionadas a la asociacion

con raiz. Una mutante deficiente en la sintesis del glucomanano presenté una desventaja

competitiva frente a la cepa silvestre en la infeccion y la nodulacion de plantas de arveja,

confirmando que el glucomanano seria importante en la interaccién con el pelo radicular [55].

La sintesis de celulosa tendria participacion en la unién firme de R. leguminosarum a

pelos radiculares formando un “cap” o “cofia” en el extremo del pelo radicular [48,56], pero no

fue requerida para la unién de células individuales al pelo radicular o los pasos posteriores en

la nodulacion [55,57].
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El EPS: su estructura, biosintesis y su rol en la infeccion a la leguminosa

Los rizobios suelen producir importantes cantidades de un hetero-exopolisacarido
acidico (EPS). La estructura basica del EPS de R. leguminosarum consiste en un polimero de
unidades repetitivas compuestas por un octasacarido que contiene glucosa, acido glucuronico y

galactosa, en una relacién 5:2:1 con sustituciones particulares (Fig.l15). Al EPS se le han

adjudicado multiples roles; las

investigaciones realizadas sobre el EPS » Gk, %, Glea, B, GleA, § .cic,
acidico mostraron de manera consistente f"T

qgue las cepas deficientes en EPS son ::3-%; o
incapaces de lograr una nodulacion exitosa G1||:

y usualmente se detienen en el hilo de |>.j

infeccion, los nodulos resultantes son G:F:::C-f_ zﬁjﬂ

pequefios, blancos e incapaces de fijar "'1:5% con

nitrégeno [58]. Se ha propuesto que en S. Gal, < c:a

meliloti, fracciones de bajo peso molecular

Figura I5. Unidad repetitiva del EPS de R.
del EPS actian como sefales lo cual  jeguminosarum.
justificaria el fenotipo deficiente en o o
_ _ _ Glc, glucosa; GlcA, acido glucurdnico; Gal, galactosa;
infeccion.  Otros  datos  experimentales  se observan las sustituciones O-acetil (OAc) y piruvil.
apoyan esta hipétesis, dado que la fraccion
de bajo peso molecular del EPS puede ser suplementada “en trans” (ya sea purificada o co-
inoculando con cepa compatible fix-) y recuperarse la infectividad; mas aun, dicha
complementacion requiere cantidades picomolares de EPS cuando es suplementado,
apoyando la hipétesis de molécula sefial [57,59-61]. Ademas, la especificidad estructural es
importante dado que la co-inoculacién con rizobios que producen EPS con estructura diferente
no reestablece la capacidad de nodulacion [59]. Todos estos datos sugieren una funcion mas
compleja para el EPS que la de “cubierta protectora”. Se ha propuesto que el EPS actia
inhibiendo la respuesta de defensa de la planta hospedadora durante la infeccion y la
nodulacion [62,63]. Inclusive se ha sugerido al EPS como factor sefial implicado en la
elongacion del hilo de infeccién y como “amplificador” de la via de sefalizacion de factores Nod

[64].

La ruta biosintética del EPS se ha caracterizado en diversos estudios; en R.

leguminosarum los genes pss (polysaccharide synthesis) se encuentran en grandes operones
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conservados y cercanos genéticamente [64] (Fig 16). El gen pssA codifica para una poliprenol-
glucosil transferasa, que genera el primer intermediario en la biosintesis del EPS (Fig 16 A).
Una mutacién en el gen pssA previene completamente la produccion del EPS (Fig 16);
llamativamente, la mutacion en pssA también afecta la sintesis del CPS de R. leguminosarum
bv viciae [55,65]. Esto no debe sorprender, dado que ha sido reportado que ambos
polisacaridos poseen idéntica composicion de sus azucares y posiblemente una fuerte similitud
en su estructura siendo su Unica diferencia la proximidad relativa a la superficie celular de la

bacteria (Fig 16) [64] y posiblemente el grado de sustitucién por O-acetato o piruvato [66,67].

La sintesis del EPS/CPS seria necesaria para la adhesion a los pelos radiculares pero
no a la raiz ya que una cepa pssA fue capaz de unirse a la regidn de las uniones entre células
en la epidermis de raiz, por lo que se postula que diferentes determinantes son requeridos para
establecer biofilms en diferentes superficies [55]. Ademas, se ha propuesto un equilibrio en el
gue el EPS enmascara las fibras de celulosa, controlando la agregaciéon mediada por celulosa a
lo largo del proceso de infeccién; como evidencia se ha observado que mutantes deficientes en
EPS arrestan su proceso infeccioso antes que los mutantes deficientes en EPS y celulosa,

debido a la agregacién dentro del hilo de infeccién [57].
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Secrecion de proteinas: relevancia en los rizobios

Breve revision sobre los sistemas de secrecion de proteinas en bacterias Gram negativas

La secrecién de proteinas es un factor comudn entre todas las bacterias que tienen una
activa relacién con su entorno; en general los rizobios poseen una gran variedad de sistemas
de secrecion y una importante fraccion de sus genomas dedicada a la secrecion e
incorporacion de moléculas [4,5,68]. Las bacterias presentan estructuras dedicadas
especialmente a la secrecion de proteinas y existen diferentes tipos. Algunos de estos sistemas

parecen haber evolucionado a partir de organelas asociadas a la superficie.

La investigacion en la secrecion de proteinas de las bacterias Gram-negativas ha
logrado clasificar los sistemas de secrecion en al menos 6 tipos. Todos ellos tienen una forma
independiente de exportar proteinas a través de la membrana externa y algunos de ellos
comparten vias de movilizacion a través de la membrana interna. Estos sistemas han sido
denominados Sistemas de Secrecion tipo I, II, lll, IV, V y el mas recientemente identificado, tipo
VI.

Los Sistemas de Secrecién Tipo | (SSTI) tienen como su ejemplo arquetipico la
secrecién de la a-hemolisina (HIyA) de E.coli. Las caracteristicas salientes de la secrecion a
través de estos sistemas es la ausencia de una secuencia sefal clivada en la proteina
secretada y la presencia de repeticiones de motivos tipo RTX (“Repeat in Toxin") [69]. Las
caracteristicas del mecanismo de este sistema seran explicadas en la seccién 5.c cuando se

describa el SSTI PrsDE de R. leguminosarum.

El sistema de Secrecion Tipo Il se asocia fuertemente con el “General Export Pathway”
(GEP) debido a que depende de éste. El SSTII es capaz de secretar proteinas que se hallan en
el periplasma hacia el medio extracelular, las cuales pueden estar completamente plegadas o
inclusive ser multiméricas. Los ejemplos mas conocidos son la secrecién de toxina colérica en
V. cholerae, toxina entérica en P. aeruginosa y Pululanasa (amilasa) de Klebsiella oxytoca [70].
Este sistema de secrecidn guarda similitud significativa con la biogénesis del pilus tipo IV. La
secrecion a través de este sistema es un proceso en dos pasos definidos, siendo el primero la
secrecién al espacio periplasmico gracias los sistemas GEP o TAT (Twin-Arginine
Traslocation), a través de la maquinaria “Sec” o “Gsp”, la cual se compone por una ATPasa
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(SecA o GspE) y proteinas que forman un poro (SecDEFGY o GspFGHIJKL) o a través del
TAT, un sistema capaz de traslocar proteinas plegadas al espacio periplasmico, reconociendo

un motivo en el extremo amino terminal que posee dos argininas.

Cuando se complet6 el paso de secrecién al periplasma, las proteinas pueden adquirir
su plegamiento nativo (a veces gracias a isomerasa DsbA) y ser secretadas a través del poro

formado por la secretina de membrana externa GspD [71].

Una via secretoria similar es la via “Chaperona/Acomodador” (en inglés
“Chaperone/Usher”) que utiliza la secrecion a través del GEP para luego dirigir, mediante una
chaperona, la secrecién a través del poro formado por “Usher”. Este estilo de secrecion es

utilizado por E. coli para secretar y generar fimbrias (genes fim) o pili tipo P (genes pap) ([72]).

Los sistemas de secrecién tipo Il estan ampliamente difundidos en las bacterias
patbgenas a sea animales (Yersinia, Shigella, Salmonella) o vegetales (Pseudomonas
syringae, Xanthomonas campestris) [73]. La secrecion a través del SSTIIl ocurre de manera
concertada atravesando las membranas interna y externa a través de un complejo multiproteico
gue las baterias utilizan para traslocar efectores de virulencia al citoplasma de células
hospedadoras. Este sistema de secrecion posee una gran similitud con la maquinaria de
biogénesis del flagelo, el anillo interno es semejante al motor flagelar y la secrecion de
proteinas se realiza con gasto de ATP; llegandose a clasificar a la maquinaria de produccion

del flagelo como un SSTIII.

Los genes estructurales del SSTIIlI son conservados entre las bacterias estudiadas,
pero existe divergencia entre las proteinas traslocadas, llamadas “efectores”, de diferentes
especies asi como el blanco de las mismas en la célula huésped. Estos sistemas de secrecion
estan en general codificados en regiones definidas de plasmidos o locus cromosomales,
posiblemente movilizables y se los considera “Islas de Patogenicidad” o parte de ellas, como
por ejemplo en Salmonella la isla SPI-1I [74]. La secrecidon mediada por contacto que presenta
el SSTIIl y su estructura tridimensional estudiada por microscopia electrénica [75], que asemeja
a una aguja capaz de inyectar efectores, generaron la denominacién “inyectisoma” para este
sistema, sin embargo, también se ha observado secrecion de proteinas al ambiente, de
manera independiente de contacto [76]. En el rizobio Rhizobium sp NGR234, un simbionte de
amplio rango, se ha caracterizado la presencia de un SSTIIl y su regulacién y utilizacion en
simbiosis [77,78].
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El Sistema de Secrecion tipo IV se estudié prototipicamente en A. tumefaciens y al igual
gue el SSTIIl se caracteriza por la transmision de moléculas a otra célula blanco, se han
estudiado sistemas de secrecion semejantes relacionados con la patogénesis de H. pylori [79] y
Brucella suis [80] entre otros [81]. Se han descripto a grandes rasgos dos clases de SSTIV, uno
de ellos es el Vir de A. tumefaciens, que trasloca el T-DNA a la célula vegetal. El otro tipo es
semejante a los genes tra de conjugacién, asociandose a la maquinaria conjugativa a la
categoria de SSTIV.

Existen dos modelos sobre el modo de accién de este sistema. Uno de ellos sugiere
gue las proteinas tipo Vir forman un canal a través de ambas membranas y los complejos
proteico o proteina-DNA atraviesan ya sea ambas membranas o inicialmente la membrana
interna (a través del SSTIV o de GEP) y luego la membrana externa utilizando un canal
formado por proteinas Vir. El otro modelo plantea que las proteinas o los complejos proteina-
DNA son traslocados a una estructura tipo “pilus” y ésta es polimerizada desde la membrana
interna hacia periplasma y luego hacia el exterior celular, empujando los sustratos secretado a
la manera de un pistén. Esta dicotomia de modelos también se plantea para ciertos sistemas

de secrecion tipo 1l [82], con los que el SSTIV guarda semejanzas.

En R. leguminosarum no se ha identificado un SSTIV [68] (tabla 11), pero se halla

presente en otros rizobios (tabla I1), asi como en A. tumefaciens.

Los Autotransportadores componen el grupo llamado “Sistema de Secreciéon Tipo V”.
Estos se componen por proteinas Unicas o a veces pares de proteinas, que median la
secrecion de dominios a través de la membrana externa. Primero son secretadas a periplasma
gracias a la maquinaria Sec; habitualmente las proteinas secretadas por autotransportadores
poseen el péptido sefial para secrecidn por Sec, que luego es removido. En el periplasma los
Autotransportadores generan un poro gracias a la insercion de multiples pasos transmembrana
en forma de hojas B antiparalelas. Existen dos formatos de secrecion tipo V: la secrecién por
Autotransportador o tipo Va, consiste en un Unico polipéptido de cadena larga que posee en su
estructura primaria la secuencia sefial reconocida por Sec, y la zona del barril B, ademas del
dominio pasajero. Una vez secretado al periplasma, las hojas p se insertan en la membrana
externa y el dominio pasajero adquiere su plegamiento en periplasma y es secretado; éste
puede permanecer adherido a la superficie de la bacteria o ser clivado y liberado. La secrecién
tipo Vb, también llamada “Two-Partner Secretion” (secrecién de dos compafieros) utiliza dos

polipéptidos; ambos son secretados a periplasma de manera Sec-dependiente, una vez alli, el
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polipéptido que codifica para el poro se inserta en membrana de manera semejante al dominio
B en Autotransportadores, mientras el péptido pasajero (un polipéptido independiente en este
caso) se pliega en periplasma y luego interactla, al parecer especificamente, con el poro y es
secretado. Muchas veces estos sistemas se hallan juntos en forma de operon [83] y al igual

que el tipo Va, este sistema parece estar dedicado al transito de grandes proteinas.

Sec-dependiente Sec-Independiente

o o

VirB5
VirB5 5
Ly

® o |
y \ Virts2 " Prgl

ME TS STTRE TS TT ) T 71003 ,.i.‘. o) .l?‘fﬂ IES-- /irB BTN I wG anc
it L R alPy i bt { i is;?c? Yot and (i 'ﬁ'“')' InvH
| ' R Gs'pS ] e - \

@l W : o) B

GspC, ‘ :
w1l SECYEG i1t 1l SecYEG [t 1 [BSPM B 115 2 IEBG GRERN /!:  TgE an
' irBE
B G O ¢
TosA TpsB :%: > 2
nye
o b AP
Tipo Vb ADP+ B, 3 .
TipoVa aor+P @ b L Tipo|
Tipoll e
Tipo IV Tipo IlI
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En los Gltimos afios se ha descripto un nuevo tipo de sistema de secrecion, los sistemas
de secrecioén tipo VI que presentan interaccion con hospedadores eucariotas. Estos sistemas
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estan compuestos por complejos multiproteicos y guardan semejanza con los sistemas de
inyeccién de los bacteriéfagos [84]. Inicialmente se identificaron en bacterias patbgenas como
Vibrio cholerae .[85] y Legionella pneumophila [86], pero paralelamente se identificé un locus
en Rhizobium leguminosarum [87,88] que codifica para un sistema de secrecién con homologia

a sistemas de secrecion tipo VI identificados [89].

Secrecion de proteinas en los rizobios.

Schmeisser y col. (2009)[4] hacen un relevamiento de los sistemas de secrecion
presentes en la cepa de amplio rango de infeccién Rhizobium sp. NGR234 y los comparan con
los sistemas identificados en otros rizobios. Se establece una comparacion entre genes
identificados relacionados a los diferentes tipos de secrecion, y se hace una correlacion con su

especificidad de hospedador.

Como se observa en la tabla 11, entre los rizobios estudiados, aquellos que presentan
menor rango de hospedador (o mayor especificidad por el mismo) como R. leguminosarum bv
viciae, S. meliloti o R. etli, presentan mayor participacion de sistemas de secrecion tipo | y
algunos autotransportadores; mientras que no se han identificado genes de sistemas de
secrecion tipo 3 mas alla de las proteinas flagelares, o aquellos relacionados con la secrecion
tipo 2 del tipo Gsp (General secretion pathway) y poseen mucho menor nimero de genes
relacionados con la sintesis de flagelo o SSTIV (tabla 11). En Rhizobium sp NGR234 se
observan mucho mayor nimero de sistemas de secrecion tipo Il, lll, o IV; a veces se
encuentran duplicados y con ambas copias funcionales. Este rizobio es el que mayor niamero

de plantas es capaz de nodular [14].
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Sistema de N de ORF y genes ligados a la formacién de sistemas de secrecion en las cepas:
recion
Secrecid R..3841 R.e.CFN42 S.m.1021 R.NGR234 B..110 M..MAFF
Tipo |
PrtDE/TolC 3 1 4 4 2
AprD/E 8 2 5 2 2 4
Tipo Il
Gsp 13 8 11
Sec 12 7 5 7 5 7
Tipo Il 21 42 21 21
Tipo IV
Tipo-F (conj., Vir) 10 31 10 23 13 19
Tipo-P (Flp, 10 10 17 35 11 9
adhesion)
Tipo V 3 2 2 1
(Autotransportador)
TAT 3 3 3 3 3

Tabla I1. Sistemas de Secrecion presentes en rizobios (a partir de Schmeisser y col. 2009). Se describe el tipo de
Sist. de Secrecidn y el nimero de ORFs asignados a ese tipo de secrecidn en cada rizobio. R.1.3841, R.
leguminosarum bv. viciae cepa 3841; R.e.CFN42, R.etli cepa CFN42; Sm1021, S. meliloti cepa 1021; R.NGR234,
Rhizobium sp. NGR234; Bj110, B. japonicum cepa USDA 110; Ml MAFF, M. loti cepa MAFF303099.

R. leguminosarum cuenta con genes para la secrecién a través de “General Export
Pathway” (genes Sec). Este sistema consta de genes secA, secB, secD, secE, secF, secG y
secY que no se encuentran formando un operén o cercanos genéticamente [68].

También se ha identificado la presencia de un sistema “TAT”, (descripto en la seccién
5.a). Este sistema se encuentra en forma de un operén (tatABC) al igual que los homdlogos
identificados en otros rizobios [6,8,68,90]

El rol de los sistemas de secrecion GEP y TAT es importante debido a la dependencia
de multiples sistemas de secrecion en la localizacion de proteinas en el periplasma. No se han

encontrado homélogos de sistemas de secrecion tipo Il en R. leguminosarum, asi como
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tampoco se han encontrado homologos a SSTIIl. Los genes con homologia a un SSTIV
reportados por Schmeisser, corresponen a maquinaria de flagelo o aparato de conjugacién; no
hay un SSTIV en R. leguminosarum. Se han identificado tres genes de autotransportadores
(autA, autB y autC), que si bien no se ha encontrado que estén relacionados con la nodulacion
[68], podrian estar involucrados en la adhesién (ver seccién 6.b.i), por ejemplo se observa
homologia entre autB (RL1196) y la adhesina AIDA de E.coli.

En R. leguminosarum se halla presente el operén impBCDEFGHIJKLMN el cual guarda
homologia con sistemas de secrecion tipo VI identificados [89]. Sin embargo vale indicar que el
ortélogo a clpV (pRL120476) esta presente como pseudogen. Dado que este gen es
determinante para la funcionalidad del sistema de secrecion tipo VI [91], no se puede predecir

gue este sistema sea funcional en R.leguminosarum bv. viciae 3841.
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SSTI y el sistema PrsDE de R. leguminosarum.

Los SSTI se forman a partir de los productos de tres genes que codifican: i) un
componente de la membrana interna de la familia ABC (ATP-Binding Cassette), ii) otro también
asociado a la membrana interna pero con un dominio importante en el periplasma, llamado el
MFP (por Membrane Fusion Protein) y el componente de membrana externa OMF (Quter
Membrane Factor). Los genes de los dos primeros se encuentran codificados en forma
consecutiva mientras que OMF puede estar codificado cercano a dichos componentes o en otro
sitio del genoma. Los SSTI se encuentran usualmente “dedicados” a uno 0 pocos sustratos
especificos genéticamente cercanos al ABC-MFP [92]. EIl ensamblado del SSTI se induce
mediante la interaccion de un dimero de ABC, un trimero de MFP y un trimero de OMF. La
estructura de los mismos permite vislumbrar la formacién del canal a través del cual las
proteinas son secretadas; el OMF forma un poro en la membrana externa mediante 4 pasos
transmembrana en forma “beta” por cada subunidad (12 pasos beta en total) y el resto protruye
hacia el espacio peripldsmico formando un barril compuesto por a-hélices que interactian con
el MFP [93]. El mecanismo propuesto para la secrecion a través de un sistema tipo |, consiste
en la interaccion del componente ABC con una region C-terminal de la proteina sustrato [94].
En los casos en que el SSTI esta dedicado a la secrecion de uno o pocos sustratos, la
interaccion puede ser especifica. Se ha propuesto que al mismo tiempo, o luego de la
interacciéon ABC-sustrato, se forma el complejo ABC-MFP [95]; s6lo a continuacién se forma el
SSTI completo con el componente OMF, que genera un cambio conformacional que, con gasto
de ATP, dispara la secrecion hacia el medio extracelular del sustrato, luego del cual se
desensambla la interaccidén con el OMF [95]. Los SSTI son importantes para diversos aspectos
de la fisiologia bacteriana o la interacciobn con el ambiente de diversas proteobacterias.
También se ha demostrado que son importantes para la virulencia [92]. Por ejemplo, los SSTI
de E. coli estan involucrados en la secrecién de hemolisinas, colicinas, microcinas o

enterobactinas [96], asi como de enzimas degradativas en Serratia ([97] y Erwinia ([98]).

El factor de nodulacion NodO es una proteina extracelular que une calcio y forma poros

selectivos para cationes en la membrana plasmatica de las células vegetales, produciendo

alteraciones en las raices de la planta hospedadora y contribuyendo a la nodulacion [99,100]. Se

demostré que el SSTI PrsDE de R. leguminosarum bv viciae A34 es responsable de la secrecion

de NodO, cuya expresion se induce en presencia de exudados de raiz de arveja o del flavonoide
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de la planta. Como todos los sistemas tipo |, PrsDE (Fig 18) esta compuesto por un componente
de membrana interna (PrsD) de la familia ABC y el componente PrskE de la familia MFP que seria
el que interactia con el componente ABC y genera el canal a través del espacio periplasmico
[95,101]. Adn no se ha identificado el componente de membrana externa (OMF) de este sistema.
La mutante prsD de R. leguminosarum bv viciae A34 resultd deficiente en la infeccidén y
nodulacién ya que los nddulos inducidos por esta mutante fueron blancos y desprovistos de

bacterias [49]. Sin embargo, aun se desconoce la verdadera causa de este fenotipo.

Q@O® OO

RapA1 RapA2

-

RapC
Figura 18. Esquema del sistema de secrecién tipo 1 PrsDE.

PlyA PlyB NodO

Se indican los 3 componentes PrsD, Prsk y el OMF aun no identificado en R. leguminosarum. Se
esquematiza el mecanismo concertado de secrecion y los sustratos conocidos. MI, Membrana Interna;
EP, Espacio periplasmico; ME, Membrana Externa.

Curiosamente el perfil extracelular de proteinas de las mutantes prsD o prskE en geles

desnaturalizantes mostro la ausencia de varias proteinas indicando que PrsDE seria responsable
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de la secrecién de proteinas adicionales [102,103]. La expresién de estas proteinas adicionales
no necesité la presencia del flavonoide en el medio de cultivo como ocurre en el caso de NodO.
Sin embargo, tanto NodO como las otras de las proteinas secretadas por PrsDE fueron capaces
de unir Ca®* [102]. En un trabajo posterior se demostré que algunas de las proteinas adicionales
secretadas por PrsDE (que estaban ausentes en las mutantes prsD y prsE) pertenecerian a la
Rap, como RapAl, RapA2 y RapC [103], como se describira en detalle mas adelante (ver seccion
5.d)

Los cultivos liquidos en medio minimo en presencia de un fuente de carbono como manitol
de la mutante prsD eran particularmente viscosos y las colonias en el mismo medio de estas
mutantes era muy pegajosas. Se planteé que la causa de estos fenotipos podria ser que el EPS
producido por la mutante estuviera alterado. En efecto, el analisis de actividad de glicanasas
extracelulares en ensayos en placa utilizando carboximetil-celulosa (CMC) como sustrato modelo,
pudo demostrar que PrsDE también es responsable de la secrecion de dos B1,4 glicanasas que
clivan el EPS (PlyA y PlyB) [50], que s6lo son activas en contacto con la superficie de la célula
[104]. Inicialmente, PIlyA fue identificada por su proximidad genética con prsDE (Fig 16 A), algo
usual en sustratos de SSTI, pero la actividad remanente en mutantes plyA indicé que existiria otro
gen cuyo producto tendria actividad de glicanasa, capaz de clivar EPS y CMC que fue
posteriormente identificado como plyB [50]. Mutantes dobles plyA plyB se asemejan a mutantes
prsDE, en cuanto a que la actividad glicanasa extracelular estd severamente reducida. Mas aun,
la cantidad de azUcares reductores en las cadenas de EPS presentes en el medio extracelular de
esta mutante (y también de la mutante simple plyB) se encontré muy reducida, indicando que las

moléculas de EPS son considerablemente mas largas (0 sea un menor grado de procesamiento).

Més recientemente se llevé adelante un estudio mas sistemético y mutacional para
identificar los sustratos de los sistemas de secrecidn que surgen del genoma y su relevancia
en el proceso de nodulacién en R. leguminosarum bv viciae cepa 3841 [68]. Entre las proteinas
secretadas via PrsDE, ademds de las glicanasas PlyA y PlyB, y proteinas de la familia Rap
(RapA2) se identificaron otras de funcién hipotética por homologia como: una metaloproteasa
(RLO790), una glicosil-hidrolasa (RL2412), una nucleésido bifosfato quinasa (RL1580) y
posibles homélogos a cadherinas (RL2961 y pRL100309). Estos hallazgos indican la amplitud
de sustratos que PrsDE secreta al medio extracelular, siendo estos codificados en zonas
distantes del genoma, contrario a lo descripto habitualmente para los SSTI. Llamativamente, la
mutacion en el locus genético de este sistema no produjo fenotipo alterado en la nodulacién en

esta cepa (3841), lo cual si habia ocurrido en otras cepas de R. leguminosarum [102,105].

36



Es posible que la putativa metaloproteasa y putativa nucledsido-difosfato-quinasa sean
relevantes en condiciones especiales de crecimiento, dado que su secrecion PrsDE-
dependiente fue demostrada en un medio de cultivo que contenia peptona como fuente de
carbono [68]. La nucledsido-difosfato-quinasa podria responder a la modulacién del pool

extracelular de ATP en condiciones de nodulacion.

Resulta interesante considerar las proteinas secretadas con homologia a cadherinas
(RL2961 y pRL100309), puesto que las cadherinas son proteinas principalmente estudiadas en
mamiferos, con claros roles en la adhesion, éstas tienen dominios caracteristicos y la
caracteristica de unir calcio. Recientemente se han descripto motivos del tipo cadherinas en
proteinas de gran tamafo en bacterias gran negativas [106]. Estas promoverian la
multimerizacion asi como la adhesion a la superficie de la bacteria en Sarcophagus degradans.
Investigaciones posteriores identificaron la capacidad de tales dominios de interactuar

directamente con polisacaridos complejos [107].

La interpretacion de estos hallazgos sugiere que PrsDE es un sistema general de
secrecidn, probablemente el mas relevante en condiciones de vida libre en R. leguminosarum
[68]. Con excepcidn de NodO, las proteinas secretadas por PrsDE, estarian relacionadas con
la modificacion de los polisacéridos de superficie (PlyA, PlyB y posiblemente RL2412) y la
adhesiéon (RapAl, RapA2, RapC, posiblemente RapB y RL2961 y pRL100309).

Las proteinas Rap(s) (Rhizobial adhering proteins).

Como se menciond en la seccidén anterior, las mutantes prsD y prsE presentaron varias
proteinas ausentes en el perfil de proteinas extracelulares de R. leguminosarum bv viciae A34
[102]. Por secuenciacién del amino-terminal de varias de estas proteinas se pudo determinar
gue alguna de ellas eran homélogas a las proteinas Rap de R. leguminosarum bv. trifolii cepa

R200 y correspondieron a genes ortélogos a RapAl, RapA2 y RapC (ver Fig 19) [103].
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Figura 19. Familia de Proteinas de Adhesién Rhizobiales (Raps). Se encuentra esquematizado el nimero de
dominios Ra (caja gris) y el largo relativo de las secuencias codificantes.

Las proteinas de la familia Rap fueron identificadas por phage display utilizando
bacterias enteras como ligando [51]. La idea original de estos autores era identificar mediante
este enfoque al gen de la rhicadhesina [46] y genes relacionados con la adhesién a la
superficie de R. leguminosarum bv trifolii. El resultado fue la identificacion de la familia Rap,
cuyos componentes comparten al menos un dominio Ra (Rhizobium adhering) como la unidad
minima necesaria para la adhesion a la superficie de la bacteria. Los dominios aislados por
phage display correspondieron a las proteinas homélogas RapAl y RapA2 (de 24 kDa), las
cuales estan formadas casi enteramente por dos dominios Ra (Fig 19), la proteina RapB (30
kDa) que contiene s6lo un dominio Ra y la proteina RapC (50 kDa) de mayor tamafio y con 2
dominios Ra (Fig 19) [51]. RapB presenta una region con baja similitud a una endoglucanasa de
Bacillus sp. (AF265223); la ausencia de dos dominios Ra podria sugerir que RapB no seria

capaz de aglutinar células de R. leguminosarum pero si de unirse a su superficie.

Por inmunofluorescencia se pudo observar que RapAl de R. leguminosarum bv trifolii
R200 se localiza sobre la superficie de la bacteria en uno de sus polos, aunque soélo se la
detecta en una fraccién menor de las células. Curiosamente, RapAl sélo estuvo presente en el
sobrenadante de rizobios muy emparentados como R. leguminosarum y R. etli y no en otros
como S. fredii y Mesorhizobium loti y M. huakuii. Mas auln, bolitas de latex recubiertas de

RapAl recombinante so6lo pudieron aglutinar células de R. leguminosarum y R. etli y no de
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otros rizobios, lo cual confirma que no solo se produce en especies cercanas del género

Rhizobium, sino que la misma restriccion aplica para su receptor [51].

RapAl se ubica genéticamente cerca de los genes de produccién de polisacéarido (Fig 16
A). Ademas se observo que preparaciones crudas de EPS prevenian la aglutinacion de células
de Rhizobium por bolitas de latex cubiertas con RapAl, por lo que se sugirié que el EPS, o una
estructura relacionada podria estar involucrado en el mecanismo de adhesion y aglutinacion de
RapA1l [51]. Las glicanasas PlyA y PlyB (que procesan el EPS, ver seccion 5.c) son las unicas
proteinas de funcién conocida que también poseen un dominio Ra en su estructura que esta
ubicado en el extremo carboxilo-terminal. Esto refuerza la hipétesis de que RapAl podria
interaccionar con el EPS, dado que se ha demostrado que las glicanasas requieren para su

actividad estar en contacto con la superficie de un rizobio productor de EPS/CPS [104].
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Se ha sugerido que la expresion de rapAl estaria sometida a algun nivel de regulacion,

dado que no se la detecta mayoritariamente entre las proteinas secretadas y que sélo una

Clon Homdologo en base de Funcion celular®
datos
AF116350 PssK, R. leguminosarum Proteina de polimerizacién de polisacarido
AF116370 ExsH, S. meliloti Endoglicanasa; sintesis de EPS
AF116390 ExoB, S. meliloti UDP-glucosa epimerasa; sintesis del EPS
AF116424 pRL90140, R. Putativa proteina exportada (tipo hemolisina- unién a
leguminosarum calcio)
AF116442 PrsD, R. leguminosarum Sistema de Secrecion Tipo I, ATPasa
AF116414, AF116416, RapA1* R.leguminosarum  Putativa proteina exportada de autoagregacion,
AF116418 secrecion via PrsDE

Tabla 13. Genes regulados por RosR en R. etli. Se indican los nUmeros de acceso en el GeneBank del NCBI (NIH).
Los homoélogos surgen del resultado del “Blast” de los nimeros de acceso con la base de datos actualizada
(2012) del NCBI. Confeccionada a partir de Bittinger y Handelsman (1999).

a- Funcion ingresada en base de datos (NCBI o Rhizobium DB)

*- Los tres clones muestran mayor similitud con rapA1 y en menor medida con rapA2y rapC

fraccién de las células muestra localizacion de RapAl en su superficie [51]. En un trabajo
previo a la identificacion de las Raps, se analiz6 el “Regulén RosR” [108], identificando los
genes regulados transcripcionalmente por el factor RosR. Este factor esta involucrado en la
represién de genes de la ruta de biosintesis de EPSII en S. meliloti [109] y la regulacién de
genes vir en A. tumefaciens [110] y se plantea que afecta las caracteristicas de superficie de R.
etli (Araujo y col. 1994) y R. leguminosarum bv trifolii [111]. Entre los genes de R. etli regulados
por RosR, Bittinger y Handelsman identificaron genes relacionados con la sintesis y
modificaciéon del EPS y otros polisacaridos de superficie (glucosil transferasas, acetil
transferasas, celulosa sintetasa, reguladores de rutas biosintéticas, pssK, endoglicanasas como
ExoB y ExsH) y genes vir de R. etli. Dos sets de resultados llaman la atencidn, la deteccion de
prsD como posible blanco de regulacién de RosR (nimeros de acceso AF116441-AF116442) y
un gen que fue anotado (en 1999) como homdélogo a plyA de R. leguminosarum. Sin embargo,
la busqueda actualizada en el algoritmo BLAST de los clones detectados en el trabajo original
(nimeros de acceso AF116413-AF116418) muestra que el gen regulador corresponderia a un
homodlogo al gen rapA de R. etli y rapAl de R. leguminosarum bv trifolii. Esto plantea que la
expresion de RapAl estaria regulada por RosR, al igual que diversos genes que tienen que ver

con las caracteristicas de superficie de Rhizobium (Tabla 13).
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Mongiardini y col (2008)[112] estudiaron el efecto de la sobreexpresion de RapAl en R.
leguminosarum bv trifolii R200 sobre la adhesion a la raiz de trébol (Trifolium pratense), dado
gue la presencia de paralogos y otros miembros de la familia Rap con alta similitud con RapAl
puede dificultar el enfoque mutacional debido a la posibilidad de redundancia. Se observo que
la expresion aumentada de RapAl favorece la adhesion de la cepa R200 a raiz de trébol
especialmente en las etapas iniciales. Este efecto también se observé en otras leguminosas
como poroto, soja o alfalfa, sugiriendo un mecanismo de baja especificidad por hospedador,
pero de alta relevancia para la adhesion a raiz. No se observé un cambio significativo en los
parametros de nodulacion cuando se sobreexpresé RapAl, confirmando que la funcion

principal de RapAl esta relacionada con la adhesion temprana a raiz.

Biofilms

Biofilms como modo de vida

El modo de vida en forma de biofilms se ha observado difundido en la naturaleza a
través de todos los géneros bacterianos estudiados. Se acepta que la mayoria de los
microorganismos persisten en la naturaleza formando parte de un biofilm estructurado, que se
encuentra adherido a un sustrato biético o abidtico y en el que los microrganismos estan
embebidos en un matriz extracelular que ellos mismos producen [113]. Las ventajas de formar
un biofilm son muchas afectando desde la biologia hasta la ecologia de las bacterias, siendo su
funcién principal la provision de un micronicho con condiciones diferentes a las del resto del
ambiente y promover en las bacterias funciones o estados fisioldgicos particulares (Costerton y
col. 1994 JBact; Morris et al. 2003). Entre las ventajas de formar parte de un biofilm podemos
encontrar la resistencia a agentes ambientales potencialmente dafinos, por ejemplo el sistema
inmune de un hospedador [115] o la resistencia incrementada a antibidticos [116] asi como a
condiciones nutricionales o fisico-quimicas desfavorables [117]. También puede favorecerse el
intercambio genético entre bacterias si estas forman parte de un biofilm [118], y cuando el
biofiim se establece entre multiples especies (como ocurre habitualmente en los biofilms
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formados en la naturaleza) las bacterias que lo componen pueden beneficiarse mediante el
intercambio de productos metabdlicos (sintrofismo), aprovechando la cercania y la presencia de
una matriz que puede mantener metabolitos liberados por una bacteria que pueden ser

beneficiales para otra especie presente en el biofilm [113].

Usualmente los biofilms proveen barreras que separan las bacterias de condiciones
ambientales desfavorables, pero que ademas son funcionales para la persistencia de la
comunidad. Los polisacaridos bacterianos pueden ser componentes esenciales de la matriz
extracelular del biofilm. Ademas, proporcionan difusibilidad restringida para ciertas moléculas y
permite el paso de agua, iones pequefios o gases, que son importantes productos o deshechos
metabdlicos [113,119].

Ademas, en el caso de biofilms asociados con plantas, el exopolisacarido de un biofilm
puede actuar como molécula sefial para modular posibles respuestas de la planta ante el
biofilm bacteriano (ver seccion 4) [63,64]. Por ultimo, los biofilms repletos de exopolisacaridos
pueden actuar como “agregantes” de las particulas de suelo, lo que lleva a la estabilizacién del

granulo y la retencién de agua, que es vital para el ecosistema [113].

La formacién de un biofilm es un proceso que ha sido estudiado ampliamente en
bacterias modelo como Pseudomonas aeruginosa. El interés inicial provino de la asociacioén de
estas comunidades persistentes y refractarias a multiples antimicrobianos con patologias como
la fibrosis quistica [120,121]. En algunos sistemas bacterianos como P. aeruginosa se

reconocen una serie de pasos discretos que conducen a un biofilm maduro (Fig 110).

Inicialmente se dan los fenémenos de adhesién reversible (1), en general ayudado por
flagelos o pili (moléculas de adhesion preformadas), en los cuales la bacteria toma contacto
con la superficie del sustrato y puede deslizarse por la superficie [122], pero este contacto
puede ser interrumpido. Se ha observado que ante “pausas” en el movimiento flagelar por
contacto con una superficie, se pueden favorecer mecanismos complementarios de adhesién
[123].

Luego puede generarse una union fuerte (2) y la adhesion se hace irreversible. Esta
adhesién esta mediada por adhesinas que se forman en forma condicional y la sintesis de los
polisacaridos [124] y otros elementos como proteinas y en algunos casos acidos nucleicos que

luego daréan lugar a la matriz del biofilm [119,125].
A medida que avanza la formacién de la matriz, también se da el crecimiento de
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bacterias adheridas al sustrato, dando lugar a la formacién de microcolonias (3), inmersas en
una matriz de sustancias poliméricas. En las etapas siguientes de formacién de biofilm (4),
éstos se desarrollan espacialmente estructurados [113,126], esto se produce gracias a la
capacidad de las bacterias que componen el biofilm de adherirse unas a otras y formar una
matriz, y permite la formacion de canales de flujo de agua y el acceso a nutrientes por parte de
las células del biofilm [127], y al mismo tiempo una estructura adecuada le puede permitir
soportar flujos hidrodindmicos (en el caso de biofilms acuaticos) [128] o fuerzas de traccion
(como en el caso de la placa dental). De acuerdo a las condiciones en el biofilm, se pueden
generar fenémenos de dispersion (5), liberandose células plantdnicas o agregados de células.
Los eventos de dispersion pueden generarse como respuesta a diferentes sefiales, como el
cambio en las condiciones nutricionales (ya sea incremento o agotamiento de nutrientes),
sefiales de “quorum sensing” o sefiales via c-di-GMP [119,129-131]. Las células o agregados

de células que se desprenden pueden generar otro biofilm una vez alcanzado un nicho

nuevamente favorable.

Figura 110. Etapas de formacion de biofilm. Se distinguen 5 etapas discretas.

1-Adhesion reversible; 2-Adhesién irreversible y sintesis de matriz, 3-formacion de microcolonias; 4-maduracion; 5-dispersidn
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Se ha demostrado que el transcriptoma de las bacterias en biofilm es distinto a las que
se encuentran en estado planténico [132,133]. La transicién al estado sésil conlleva cambios
morfolégicos y metabdlicos que permiten formar el biofilm. El flagelo es importante para los
procesos iniciales de migracién hacia sustrato y adhesion inicial, pero luego su sintesis se ve
disminuida para permitir la sintesis de componentes de matriz [134], en P. aeruginosa, la
produccion del polisacarido alginato se induce como resultado de la adhesion irreversible al

sustrato, principalmente en los casos de infeccién crénica en fibrosis quistica [135]

El estado fisiol6gico de las bacterias que componen el biofilm es marcadamente
diferente a las bacterias plantonicas. Aun en biofilms monoespecie, pueden encontrarse
regiones con niveles metabdlicos diferentes [136]; existen regiones donde hay poca o nula
division y la tasa metabdlica es baja, esta es una de las razones por las cuales los biofilms son
refractarios a algunos tratamientos con drogas. Estas regiones suelen ser las mas profundas,
mientras que las zonas mas cercanas a la superficie presentan mayor actividad metabélica, de
sintesis y de division [137]. A lo largo de su desarrollo, dentro de un biofilm se pueden generar
regiones heterogéneas quimicamente. Esto puede generarse como resultado de la
acumulacion de productos de metabolismo en zonas mas densamente pobladas; esta
distribucién genera gradientes de metabolitos que influirdn en el estado fisiol6gico de las
bacterias del biofilm [138], como resultado pueden generarse variaciones genotipicas que
otorgan una ventaja adaptativa [139]. También Se ha observado expresion diferencial de genes
en la formacién de la matriz del biofilm, por parte de una subpoblacién de bacterias como

respuesta a una cascada de regulacion genética por parte de reguladores biestables [140].

Factores involucrados en la adhesién a superficies y en la formacién de un biofilm. Matriz
extracelular de un biofilm

Adhesinas proteicas bacterianas

Las adhesinas bacterianas tipo fimbriales o pili también pueden mediar la union al
hospedador [141,142]. Los complejos proteicos de pili se secretan a través del sistema
“Chaperona-acomodador” [72] o “General secretion pathway (Gsp) [71], La formacion del Pilus

tipo 1 o tipo P utiliza el sistema Chaperona/Acomodador (ver seccion 5.a) para sintetizarse y

44



exportarse a la superficie formando la estructura polimérica. Por otro lado, los pili tipo 4 utilizan
el Gsp que utiliza el sistema Sec y sistema tipo |l para atravesar ambas membranas, y estan
relacionados con la patogénesis de V. cholerae, P. aeruginosa y Neisseria sp [141]. Los pili se
forman a partir de la polimerizacion en forma helical de subunidades (en general PapA) con una
adhesina ubicada terminalmente (PapG) que tiene especificidad por residuos de manosa o
galactosa, determinantes tipicos del tejido que colonizan las diferentes cepas de E. coli
patogénicas [142]. ElI complejo “curli” utiliza un sistema propio de exportacion en membrana
externa a partir de una lipoproteina y a partir de las subunidades se forma una estructura

delgada, irregular y con alto grado de agregacion [143].

En otras especies que interactian con plantas como Xylella o Xanthomonas, se ha
descripto la presencia de fimbrias o pili. Se ha propuesto que estas estructuras estarian
relacionadas con la movilidad tipo “gliding” cercana a superficies y la adhesion inicial reversible

al establecerse el biofilm [144].

En bacterias patogénicas se han descripto adhesinas del tipo autotransportadores. Es el
caso de la adhesina AIDA de E. coli y la Hemagglutinina Filamentosa (FHA) de Bordetella
pertussis. Estas adhesinas son de gran tamafio (mayor a 100 kDa) y permanecen unidas a la
superficie de la bacteria mediando la adhesion a tejidos del hospedador [145,146].
Recientemente, nuestro grupo describié una nueva adhesina de esta familia (BmaC) de
Brucella suis que contribuiria con la adhesion a la matriz extracelular y las células del
hospedador [147].

Otras proteinas importantes para la adhesion en algunas bacterias patdégenas o
rizosféricas, son las que pertenecen a la familia de “Bap”; estas pueden ser proteinas de gran
tamafio, identificadas en varias especies [148]; en P. fluorescens y P. putida, dos bacterias del
suelo, se ha descripto la importancia de un miembro de esta familia, LapA, en la adhesion y
formacién de biofilms [149,150]; no se ha estudiado la presencia de estas adhesinas en R.

leguminosarum ni en especies cercanas filogenéticamente.

En Rhizobium leguminosarum se han identificado genes que potencialmente podrian
codificar proteinas de un pilus aunque aun no se demostrado su funcionalidad [68]. R.
leguminosarum presenta pocos flagelos peritricos o0 uno o dos ubicados de manera sub-polar,
dependiendo la cepa [151][152]; hasta ahora se desconoce el rol de estos flagelos en las
propiedades de adhesion a superficies o0 en la formacién de biofilms. Cepas mutantes

deficientes en el flagelo en S. meliloti presentan disminuida su capacidad de adhesion y
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formacién de biofilms, asi como su capacidad de fijar el nitrégeno [153]. El genoma publicado
de R. leguminosarum alberga genes de posibles adhesinas pertenecientes al tipo de
autotransportadores. Sin embargo, hasta ahora se desconoce la funcién de los mismos en la

adhesién a superficies.

Matriz extracelular: exopolisacaridos, acidos nucleicos, proteinas y lipidos

La matriz es el material extracelular en el cual estan inmersas las bacterias que
componen el biofilm; es sintetizada por éstas y se estima que representa la mayoria del peso
seco del biofilm [154,155]. La matriz mantiene a las células que componen al biofilm en
cercania permitiendo interacciones, pero también protegidas contra agentes externos como la
deshidratacién, agentes biocidas, antibiéticos, cationes, radiacion UV, predacion por protozoos

0 ataques del sistema inmune de un hospedador.

La matriz también tiene una influencia importante en la arquitectura del biofilm [156];
estudios utilizando cepas no-mucoides de P. aeruginosa revelan estructuras muy diferentes a

los biofilms de cepas mucosas, productoras del polisacérido alginato [157,158].

Entre los componentes de la matriz extracelular en un biofilm, los exopolisacaridos han
sido los mas estudiados y son el componente mayoritario de la matriz [119,154], en la mayoria
de los casos, la produccion de polisacaridos es necesaria para la formacion de biofilms
maduros y estructurados [159]. Los polisacéridos producidos por las bacterias ayudan a formar
biofilms complejos y pueden ser homopolisacaridos como la celulosa o heteropolisacéridos
compuestos por diferentes azlcares en proporciones dadas; a su vez los azlcares que
componen el polisacarido pueden estar quimicamente sustituidos (acetil, succinil, metil, entre
otros grupos). Los heteropolisacaridos pueden estar formados por polimeros de unidades
repetitivas, las cuales consisten en un oligosacarido compuesto por diferentes azlcares y
unidos de manera diversa (lineales o ramificados, con enlaces a o 3 en diferentes posiciones) y
a su vez sustituidos en posiciones dadas. Algunos polisacéridos son comunes para diferentes
especies no relacionadas, como la celulosa o el PGA [119]. La naturaleza quimica de los
polisacaridos otorga propiedades que resultan valiosas para el biofilm; como su polaridad, las
interacciones quimicas que el polisacéarido tiene y la presencia de grupos cargados. Estas
propiedades pueden permitir selectividad de difusiéon para moléculas de agua, gases y solutos

beneficiosos y a su vez dificultar el acceso a moléculas potencialmente dafiinas para las
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bacterias que forman el biofilm; al mismo tiempo, el flujo de hidratos de carbono desde y hacia
la matriz permite manejar los niveles de carbono en situaciones de relacién carbono nitrégeno

desbalanceados [125].

Las proteinas que componen la matriz extracelular de un biofilm pueden catalogarse
como proteinas estructurales o enzimas. Las proteinas estructurales son aquellas que le dan
adhesividad a las células que componen el biofilm y pueden ayudar tanto en los pasos iniciales
de adhesion al sustrato, asi como en la estabilizacién del biofilm. En este grupo se encuentran
adhesinas y otras estructuras como Fimbrias, Pili y Flagelos que pueden ayudar a la
estabilizacion del biofilm [122,160-162] descriptas en la seccién 6.b.i. Un tercer grupo de
proteinas estructurales es el que componen las lectinas bacterianas. Estas tienen la capacidad
de unirse a carbohidratos con especificidad caracteristica y se ha observado la presencia de
lectinas en diversas especies y su participacion en la adhesion y formacion de biofilms
[163,164].

En la matriz del biofilm también hay proteinas que cumplen funciones enzimaticas;
estas pueden tener funciones modificadoras de la matriz, como glicosidasas o enzimas
degradadoras de polisacéridos. Las funciones de tales enzimas pueden ser la degradacién de
polisacaridos para la provision de azlcares como fuente de carbono y energia, asi como la
modificacién de polisacaridos para la remodelacion de la matriz y la estructura del biofilm [125];
a su vez, una funcién importante para las enzimas degradadoras de la matriz es la de ayudar
en la dispersion en etapas tardias de la formacién de biofilms, o ante cambios en las

condiciones ambientales [130,165].

Otras enzimas presentes en la matriz de biofilms, son aquellas capaces de modificar o
degradar compuestos que se encuentran en torno al biofilm, por ejemplo degradar polimeros
presentes en el sustrato para proveer de Carbono y energia a las bacterias; o alterar las
propiedades redox del entorno para favorecer el desarrollo de las bacterias que colonizan el
biofiim. En general estas actividades enzimaticas son responsables por la biocorrosion
generada por los biofilms [166]. Una particularidad de las enzimas componentes de la matriz de
biofilms es la capacidad de unirse a polisacaridos. Esta caracteristica genera la cercania de las
enzimas (y por tanto sus productos de reaccion) a los microorganismos que se benefician de su
actividad; asimismo, la unioén a polisacaridos es capaz de estabilizar y hasta activar las enzimas
[125].

Ademas de Polisacéaridos y proteinas, la matriz de muchos biofilms presenta ADN entre
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sus componentes [167]. Inicialmente se crey6 que la presencia de DNA se debia a lisis, pero
evidencias confirmaron el rol activo del ADN en la matriz del biofilm [118]. Los estudios sobre el
ADN en el biofilm fueron realizados principalmente en P. aeruginosa [159,165,168]; sin
embargo se ha caracterizado en diversas especies la presencia de ADN en la matriz de sus

biofilms [169-173]. Que contribuye a la estabilizacion del biofilm entre otros factores.

Un componente poco caracterizado de la matriz de biofiims son los lipidos
[125,154,156]. En los ultimos afios se ha observado la presencia de vesiculas de membrana en
diversas especies bacterianas [174] y se ha observado vesiculas como componente de los
biofilms bacterianos, mostrando ademas que el contenido de las microvesiculas puede ser
diferente cuando se producen en un biofilm que en cultivos planténicos [175]. Las vesiculas de
membrana cumplen diversas funciones en un biofilm, pueden llevar moléculas sefial [176] o
ayudar en la inactivacion de compuestos dafiinos [174], ademas de ayudar en la nucleacién de
bacterias por sus propiedades adhesivas. Se ha observado la importancia de las vesiculas en
las infecciones epiteliales (donde los biofilms son importantes para la infeccion) [177,178] y se
ha demostrado que la adicion exdgena de vesiculas puede incrementar la capacidad de

formacién de biofilm [179].

Biofilms formados por rizobios y bacterias cercanas filogeneticamente

La mayor parte del tiempo los rizobios colonizan y sobreviven en el suelo, en la rizosfera
o inclusive en comunidades complejas sobre la raiz. Es de esperar que la capacidad formadora
de un biofilm puede representar una estrategia importante de supervivencia y ventajas
competitivas en estos nichos [114,180]. Debido a que la competencia por la rizosfera, y por lo
tanto alcanzar el nicho simbibtico es alta, cualquier estrategia adaptativa puede significar
colonizar exitosamente la rizosfera o establecerse en el suelo de manera de posicionarse
ventajosamente ante condiciones favorables para iniciar la simbiosis. La raiz produce
exudados entre los que hay una buena provision de carbohidratos (entre el 5% y el 20% de los
productos de fotosintesis) y otras moléculas asi como moléculas bioactivas que ayudan a
controlar la microflora de la rizosfera [181], en comparacion con el suelo, donde la proporcién
de fuentes de carbono es baja, la rizosfera resulta una region fértil para los microorganismos.

Colonizar este nicho, rico en fuentes de carbono puede garantizar que al momento de iniciar la
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nodulacioén, la bacteria adherida a la superficie de la raiz en el sitio correcto sea la elegida para
la infeccion y formacion del nédulo. Esto asegura la generacion de un pool genético dentro del
nédulo, dado que la infeccidn es clonal, que luego ante la senescencia puede ser liberado
nuevamente al ambiente para repetir la colonizacién y el proceso de nodulacién [33]. La
formacién de biofilms depende fuertemente de la capacidad de formacion de una matriz
(seccion 6.b) y como principal componente encontramos a los Polisacaridos. Los rizobios son

capaces de generar una gran variedad de polisacaridos (brevemente revisados en seccion 3).

Entre los rizobios capaces de formar biofilms, se pueden encontrar aquellos que
establecen relaciones de patogénesis con la planta, como A. tumefaciens [182] o P. aeruginosa
[183], asi como también existen bacterias que generan beneficios a la planta. Algunas especies
rizosféricas de Pseudomonas pueden comportarse como promotoras de crecimiento, como P.
putida o P. fluorescens, las cuales pueden proteger contra patégenos y estimular el crecimiento
vegtal [184,185], otras especies de rizobios pueden ser diazotrofos, algunos de vida libre. Estos
rizobios, como los pertenecientes a los géneros Azospirillum, Azoarcus y Burkholderia tienen la
capacidad de movilizar nitrégeno de maneras utilizables para la planta, asi como también
generan fitohormonas y otras moléculas sefial. Pueden encontrarse asociadas a raiz o como
endofitas en interacciones simbidticas con plantas no-leguminosas; estas bacterias presentan
mecanismos de adhesion semejantes a los estudiados previamente (seccion 3) y se los puede

encontrar en distintas regiones de la raiz formando microcolonias o biofilms [13].

R. leguminosarum es capaz de formar sobre superficies inertes, en un medio minimo en
presencia de manitol, una estructura tridimensional de biofilm. La formacién de este biofilm se
inicia con la adhesién de algunas células a una superficie (a menudo a través de un polo),
seguido de la formacién de agregados celulares por divisién y reclutamiento de células. Las
bacterias interaccionan formando microcolonias de una estructura tipica con gran
preponderancia de uniones laterales entre bacterias [103]. Hemos mostrado que el
exopolisacarido acidico (EPS) sintetizado por R. leguminosarum es crucial para la adhesion al
sustrato desde las primeras etapas y la formacion de un biofilm maduro in vitro . En efecto, la
inactivacion del gen pssA (ver seccion 4) afecta severamente la formacion de microcolonias y
de un biofilm tanto en R. leguminosarum A34 (nuestra cepa de laboratorio) como 3841 (la cepa
secuenciada) [55,103]. Las mutantes pssA producen colonias secas y no son adherentes en
ensayos de microplacas y los biofilms estaticos observados son planos y desprovistos de
estructura tridimensional compleja, asemejdndose mas a precipitados de bacterias que a

biofilms estructurados espacialmente [103].
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La inactivacién de genes claves en la sintesis de otros polisacaridos como el
glucomanano, la celulosa y el polisacarido que produce geles no alter6 la formacién de un
biofilm in vitro [55]. La observacién que la celulosa y el glucomanano fueron necesarios para la
formacioén del “cap” sobre el pelo radicular (ver seccion 3), pero no para la formacién de biofilms
in vitro, sugiere que ambos polisacaridos son importantes en condiciones en las que pueden
interactuar con determinantes de la planta hospedadora (lectinas por ejemplo). Es posible,
entonces, hacer una distincién entre los biofilms formados in vitro y los que se forman sobre la

raiz en cuanto a los diferentes requerimientos.

Por otro lado, el sistema de secrecion PrsDE también fue requerido para la
maduracion del biofilm in vitro. La figura 111 muestra el desarrollo del biofilm en la cepa
silvestre A34 y su comparacién con el fenotipo observado en la mutante prsD. Un fenotipo

similar se observé en la mutante prsk [103].

Figura 111. Formacién de biofilms estaticos in vitro de R. leguminosarum en cepa silverstre (A34) o mutante
defectiva en el sistema de secrecion PrsDE.

Como ya se menciond (ver seccidn 5.c), diversas proteinas secretadas via PrsDE
estan relacionadas al EPS como enzimas modificadoras (PIyA and PlyB) o como proteinas de
union al EPS (las mencionadas glicanasas y la familia de proteinas Rap) probablemente debido

a la presencia conservada en todas estas proteinas de al menos un dominio Ra. La presencia
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de un dominio comun entre glicanasas y las proteinas Rap, la observacién que todas estas
proteinas son secretadas por PrsDE y la posibilidad de regulacién comdn junto con enzimas de
sintesis de EPS [108] sugiere que las proteinas secretadas via PrsDE estan funcionalmente
relacionadas y poseen un rol importante en la adhesién EPS-dependiente y la formacién de un
biofilm. En R. leguminosarum también se ha identificado un transportador tipo ABC relacionado
con la tolerancia a stress hidrico y la formacién de biofilms; se encontré que la cepa mutante en
el transportador estaba afectada en la produccién de EPS, lo cual puede resultar en menor

tolerancia a stress [186].

La inactivacién de rapAl en R. leguminosarum A34 por insercion de un cassette de
resistencia a antibidtico no produjo fenotipos de adhesion diferentes a los de la cepa silvestre;
como ya se dijo, esto podria deberse a una posible redundancia funcional entre miembros de la
familia Rap con alta similitud a RapAl en la cepa A34 (e.g. RapA2). Esta idea es apoyada por
la evidencia que a pesar que el gen ortdlogo a rapAl en la cepa secuenciada 3841 posee
multiples mutaciones resultando en un pseudogen no funcional, esta cepa no muestra

deficiencia en la adhesion a superficies o formacion de un biofilm in vitro [55].
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Objetivos

El objetivo general de esta tesis de doctorado es contribuir a la comprension del rol de
diversos factores de superficie o extracelulares en la adhesion de R. leguminosarum a

sustratos abioticos y la formacién de biofilms in vitro.

Los objetivos especificos de esta tesis son:

1) Evaluar el rol de RapAl en la formacion de biofilms de R. leguminosarum a través de
un enfoque de sobre-expresion

2) Estudiar el rol del exopolisacérido acidico (EPS) en la adhesién mediada por RapAl.

3) Utilizar y establecer un sistema de flujo continuo para el analisis de biofilms en los
rizobios.

4) Explorar los mecanismos involucrados en la localizacion unipolar de RapAl y de

otras proteinas pertenecientes a la misma familia.
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RESULTADOS

CAPITULO 1. Sobreproduccién de RapA1l y estudio de sus efectos en la
adhesion a superficies y formacion de biofilms.

1. Analisis de secuencias muestra un alto grado de homologia entre RapA1 y RapA2 en
diferentes biovars.

RapAl fue identificada originalmente por phage display a partir de un screening sobre
una biblioteca gendmica de R. leguminosarum bv. trifolii R200 [51]. También se han identificado
los genes rapAl, rapA2 y rapC en el sobrenadante de R. leguminosarum bv. viciae cepa A34
[103]. La mutante en rapAl en la cepa A34 no present0 alteracidn en la formacion de un biofilm
in vitro [103] y tampoco se observaron alteraciones en la morfologia de colonias ni alteraciones

evidentes en el perfil de sedimentacion en los cultivos liquidos de dicha mutante (Fig. R1 C).
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Figura R1. Andlisis de similitud de de secuencias de RapA. (A)Secuencias de RapAl y RapA2 de diferentes cepas fueron
analizados por el programa Clustal. (B) Western Blot contra dos isoformas de RapA utilizando distintos anticuerpos. (C)
Fenotipos de cultivo y morfologia de colonia de cepa silvestre A34 y mutante rapAl. A34 y 3841 son cepas de
R.leguminosarum bv. viciae; R200 es una cepa de R.leguminosarum bv trifolii.

El andlisis gendmico de R. leguminosarum bv. viciae cepa 3841, muestra que el gen
gue seria el homdlogo a rapAl contiene varias mutaciones en la secuencia codificante. Este
locus (RL3660) no estd anotado como un ORF ni como proteina hipotética sino como
pseudogen. Sin embargo, en el plasmido simbidtico (pRL100451) de 3841 se encuentra un
ORF que corresponderia a un homélogo a rapA2. La secuencia del producto de este gen
presenta una alta identidad de secuencia con RapAl (92%; Fig. R1a). En nuestro laboratorio
se generd un antisuero utilizando la proteina recombinante RapA2 proveniente de R.
leguminosarum bv viciae cepa 3841 (Abdian y col. manuscrito en preparacion). Utilizamos ese

antisuero para detectar por Western blot la presencia de RapA2 en preparaciones de proteinas
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extracelulares de la cepa mutante en el gen rapAl proveniente del background genético A34
[103] (Fig. R1b calles 6 a 9). En paralelo se utilizé el antisuero generado contra RapAl de la
cepa R200 de R. leguminosarum bv trifolii [51] (calles 1 a 4). Observamos que el antisuero anti
RapA2 detecta una sefial en la cepa mutante A34 rapAl (Fig. R1B, calle 9) que es equivalente
en peso molecular aparente a la sefial que se observa en la preparacion de la cepa 3841 (calle
8), lo cual confirma la presencia de al menos un homélogo a rapAl en A34. Ademas, se
observa que el antisuero generado contra RapA2 es capaz de detectar RapAl en una cepa que
sobreexpresa RapAl (ver mas abajo) (calle 7). Como era previsible, anti-RapAl es capaz de
detectar una sefal tenue en la muestra proveniente de la cepa 3841 (calle 3) que
corresponderia a RapA2. Estas observaciones junto con la similitud de secuencia sugieren una
fuerte semejanza estructural entre isoformas de RapA y apoya la idea de una posible
redundancia funcional entre miembros de la familia Rap, lo cual podria explicar la ausencia de

fenotipos diferenciales entre la cepa mutante rapAl y la cepa silvestre en el contexto A34.

2. Andlisis de la funcion de RapA1 en las interacciones celulares y la formacion de biofilms in
vitro

A. Sobreexpresiony secrecion de RapA1

En este trabajo nos propusimos esclarecer el rol de RapAl en las propiedades
adhesivas y la formacion de biofilms in vitro caracterizando su interaccién con el EPS. Dado
gue es posible que exista una superposicion funcional, lo cual puede empafiar resultados si se
utiliza un enfoque mutacional, se decidi6 sobre-expresar RapAl en diferentes background
genéticos para analizar el efecto de la sobreproduccion de RapAl sobre fenémenos
relacionados a la formacion de biofilms y poder obtener informacién sobre su interaccién con
otras estructuras. Para esto Ultimo, se utilizaron cepas deficientes en la sintesis del EPS
acidico y por lo tanto en el CPS (ver Introduccion, seccion 4) y cepas mutantes en PrsDE (ver
Introduccion, seccién 5.c) para determinar el rol de estas estructuras en los fenotipos de las

cepas sobreproductoras de RapAl.

Un derivado del vector pHC60 [187] que expresa RapAl y GFP desde el promotor
constitutivo plac (pHCRapAS) [112] fue transferido por conjugacién a nuestra cepa de trabajo
A34. Como control de crecimiento, se midi6 la densidad optica (DO) a 600 nm a distintos
tiempos de la curva de crecimiento de la cepa silvestre A34 que contiene el vector vacio pHC60
y la cepa isogénica conteniendo el plasmido pHCRapAS (Fig. R2). La figura R2 muestra que

no hay alteraciones en el crecimiento de la cepa que lleva pHCRapAS respecto de la cepa
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silvestre con el plasmido vacio.
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Figura R2. Curva de crecimiento de cepa silvestre A34 conteniendo el plasmido control pHC60 o plasmido

de sobreexpresion de RapA1l, pHCRapAS. Se muestra una curva representativa de 3 experiencias

independientes.
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El plasmido pHCRapAS fue transferido también a R. leguminosarum bv viciae cepa 3841 ([5];
http://www.genedb.org/Homepage/). Dado que RapAl fue originalmente caracterizada en R.
leguminosarum bv trifolii cepa R200 [51], también analizamos algunos efectos de
sobreexpresion de RapAl en esta cepa. La secrecion de RapAl en las distintas cepas de
Rhizobium se analiz6 mediante SDS-PAGE de las proteinas extracelulares de bacterias
cultivadas en medio minimo o rico por 24 horas con agitacion. Las proteinas secretadas se

precipitaron en presencia de de acido tricloroacetico (TCA, concentracion final 10%) de los
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Figura R3. Sobreexpresion de RapAl. Se observa sobreexpresion de RapAl en cepa Silvestre A34 (A) y sus
derivadas mutantes en el sistema de secrecion PrsDE y gen de produccién de EPS pssA (B). La flecha indica la

banda diferencial perteneciente a RapAl. Se confirma especificamente por Western Blot la sobreexpresion en las
diferentes cepas.
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sobrenadantes de cultivos equivalentes (densidad 6ptica a 600 nm de 0.75).

Las proteinas fueron resuspendidas en volimenes iguales de buffer de Laemmli y analizadas
por electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se observé una
banda diferencial intensa de aproximadamente 28 kDa tefiida con Coomassie blue en la cepa
que contiene el plasmido pHCRapAS (Fig R3A). Por Western blot usando anticuerpos anti-
RapAl, se observé la banda especifica correspondiente a RapAl (Fig. R3C) confirmando la
sobreexpresion (y secrecion aumentada) de RapAl en R. leguminosarum bv viciae. Se analizé
la diferencia de intensidad de bandas utilizando el software ImageJ (RSB, NIH, EEUU),
estimdndose un aumento de 10 veces en la produccion y secrecion de RapAl en A34
pHCRapAS.

Para confirmar que la secrecion de RapAl endégena o proveniente de la
sobreexpresion detectada en el medio extracelular es mediada por el sistema PrsDE, se
analizo la sobreexpresion y secrecion de RapAl en la cepa mutante A412 (prsD) (ver tabla 1,
Materiales y Métodos) (Fig. R3B calles 1 y 2). El andlisis de proteinas extracelulares de la cepa
A412 conteniendo el plasmido pHCRapAS no mostrd secrecion de RapAl aun en condiciones
de sobreexpresion. Inclusive el andlisis por Western blot no detectd presencia de RapAl en el
sobrenadante de la cepa A412 cuando se sobreexpresa RapAl (Fig. R3C, calles 3 y 4). Estas
observaciones indican que la presencia de RapAl en el medio extracelular no se debe a
fendbmenos de lisis u otros inespecificos y ademas, que aun en condiciones de sobreexpresion,
RapAl es secretada exclusivamente via PrsDE y no por otros sistemas de secrecion
identificados en el genoma de R. leguminosarum [68]. También se analizé la produccién y
secrecion de RapAl en la cepa A1077 (pssA::Tnb), deficiente en la sintesis del EPS (ver
Materiales y métodos tabla 1). Se observé que la ausencia del EPS no interfiere con la
sobreproduccion y secrecion de RapAl. Mas aun, la banda diferencial correspondiente a
RapAl fue consistentemente mas intensa (aproximadamente 2-3 veces) en la preparacion de
proteinas extracelulares de la mutante pssA que la que proviene de la cepa silvestre tanto
cuando son analizadas por tincién con Coomassie blue (Fig. R3b), como por Western blot (Fig.
R3c).
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B. La sobreexpresion de RapA1 afecta los fenotipos de colonia, sedimentacion y formacion de
un biofilm in vitro

RapAl es una proteina secretada, con afinidad por la superficie de R. leguminosarum
[51]; ademas se observé que la sobreproduccion de RapAl aumenta la capacidad de adhesién
de la bacteria a la raiz [112]. Para determinar si las interacciones celulares o la adhesién
bacteriana a diferentes sustratos abibticos son afectadas por la sobreexpresion de RapAl,
estudiamos los fenotipos macroscoépicos de cepas sobreproductoras de RapAl. Se analizé la
morfologia de colonias durante el crecimiento en medio sélido de cepas sobreproductoras de
RapALl. Para ello, se sembraron 2 ul de suspensiones bacterianas estandarizadas en placas
de agar conteniendo colorante (Congo Red y Coomassie blue). Mientras que la colonia de la
cepa silvestre presenté una morfologia de colonia tipica de R. leguminosarum (brillante y
mucoide) debido a la produccion de polisacaridos, la cepa isogénica que sobreexpresa RapAl
formé una colonia opaca, blanca, irregular y plana. Un fenotipo similar de morfologia de colonia
se observo en las cepas silvestres de R. leguminosarum 3841 y R200 que sobreexpresan
RapAl (Fig. R3A). El colorante Congo red se une a diferentes componentes de la matriz
extracelular de bacterias y fue usado para determinar el estado nativo de dicha matriz [188];
ademas, ciertos fenotipos alterados de morfologia de colonia se han ligado a la presencia de
algunas adhesinas [189]; por lo tanto, la morfologia de colonia puede ser indicativo de

alteraciones en las interacciones celulares y en la organizacion multicelular.

También observamos un fenotipo particular en cultivos liquidos en cepas
sobreproductoras de RapAl. Estas cepas mostraron un patrén de sedimentacion alterado
respecto a las cepas silvestres. Las bacterias se cultivaron hasta DO similares en etapa
exponencial tardia, se dejo el cultivo estatico por 4 horas y se observé que en las cepas que
sobreexpresan RapAl, las bacterias permanecian aln en suspension, mientras que en los
cultivos de bacterias silvestres, las células habian sedimentado al fondo del tubo luego del
mismo tiempo en condiciones estaticas (Fig. R3B). Este fenotipo fue observado tanto en
cultivos en medio rico como en medio minimo. En una cepa mutante para el sistema de
secrecién PrsDE, la sobreexpresién de RapAl no produjo un fenotipo distinguible en cuanto a
la morfologia de colonia o en el patron de sedimentacion en cultivo liquido (Fig. R3C),
indicando que ambos fenotipos estan directamente relacionados con la secrecién de RapAl.
Una posible explicacion para estos fenotipos es que la cantidad aumentada de RapAl

extracelular (y posiblemente asociada a la superficie de la célula) altera las interacciones
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célula-célula, resultando en la reduccién de la densidad de los agregados celulares. Los
fenotipos de agregacion estan de algin modo inhibidos por el exceso de RapAl asociada a
células, sugiriendo fuertemente una interaccion con componentes de la matriz extracelular (por

ejemplo exopolisacaridos) que engloba a las bacterias en las colonias o en los agregados.

La evaluacion de la adhesion bacteriana a una superficie abiética como el poliestireno
provee una herramienta para examinar tanto la afinidad de la superficie bacteriana por una
superficie hidrofébica como la habilidad de las bacterias de interactuar entre ellas. El método de
microplacas de 96 pocillos y tincion con Cristal Violeta es ampliamente utilizado para
determinar capacidad de adhesién y formacién de biofilms [122]. Los cultivos en fase
estacionaria fueron diluidos a una DO de 0.01 e incubados sin agitacion por 4 dias a 28T y los
biofilms fueron tefiidos usando Cristal Violeta de acuerdo a Russo y col. (2006). Observamos
que la sobreexpresién de RapAl otorgd a la cepa silvestre (A34) una mayor capacidad de
adhesion (aproximadamente 4 veces mas) respecto a la cepa con expresion endégena de
RapA1l (y contiendo el vector sin inserto) (Fig. R4A); un resultado similar se observo cuando se
analiz6 la adhesion a la superficie abiotica de las cepas silvestres 3841 del biovar viciae (4
veces mayor) y R200 del biovar trifolii (3 veces mayor) que sobreexpresan RapAl (Fig. R4A).
De manera consistente con los resultados anteriores, la sobreexpresion de RapAl en un
mutante del sistema de secrecién PrsDE no alteré la adhesidn a poliestireno, confirmando que
la formacion de biofilm aumentada es consecuencia de la sobreexpresion y secrecion de
RapAl (Fig. R4B).
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Figura R4. Fenotipos observados durante la sobreexpresion de RapAl. Se observaron los fenotipos de morfologia de colonias (A) y
sedimentacién en cultivo liquido (B) de las 3 cepas silvestres de R. leguminosarum. La adhesion a poliestireno fue evaluada por
tincidn con “cristal violeta” (C); se observa un experimento representativo de 3 réplicas con 4 pocillos por réplica. Barras de error:

desvio estandar.
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C. Interacciones célula-célula y localizacién de RapA1

Las observaciones macroscopicas hasta aqui descriptas de cepas que sobreexpresan
RapAl pueden surgir como “propiedades emergentes” de las interacciones entre células; esto
es, pueden ser un resultado de la forma alterada que tienen las células de interactuar entre si,
propagando el efecto hasta generarse un efecto macroscépicamente observable. Para evaluar
en profundidad el efecto de RapAl en interacciones célula-célula y estructura del biofilm,

usamos microscopia laser confocal (CLSM).

Los biofilms desarrollados en forma estatica fueron generados en camaras con fondo de
borosilicato de un espesor de 0,15 mm. Las bacterias fueron cultivadas en medio minimo Y en
presencia de manitol como fuente de carbono partiendo de una DO inicial de 0,01. Se ha
observado en trabajos previos que estas condiciones son Optimas para la formacion de
biofilms estructurados [103]. Por CLSM se observo el desarrollo de las distintas etapas del
biofilm in vitro en los tres contextos genéticos (A34, 3841 y R200), silvestres (en presencia del
vector pHC60) o en condiciones de sobreexpresion de RapAl (en presencia de pHCRapAS).
Mientras que las células dentro de las microcolonias silvestres mostraban un empaquetamiento
cercano, con predominancia de interacciones laterales [103], las interacciones celulares en las
bacterias que sobreexpresan RapAl estaban alteradas y los biofilms eran menos estructurados
y desorganizados (Fig. R5). Las mismas alteraciones se observaron en las tres cepas
silvestres analizadas. Los detalles de cada biofilm muestran que se observa mayor distancia
entre células y se pierde la estructura de “panal de abeja” que caracteriza a las microcolonias

de las cepas silvestres (Fig. R5 A, Cy E).
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Figura R5. Interacciones célula-célula dentro de Biofilms estaticos. Diferentes cepas silvestes de R. leguminosarum fueron incubadas
hasta la formacion de un biofilm maduro. Se observan los biofilms de las cepas silvestres (izq.) o sobreexpresando RapAl (der.);
regiones aumentadas de las imagenes se indican en rojo.

Los biofilms fueron crecidos en medio minimo Y durante 4 dias y observados por CLSM (aumento 100x), barra blanca: 5pm
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Los fenotipos observados son consistentes con el fenotipo observado en cultivos
liquidos, en los que el aumento en la produccion de RapAl disminuye la autoagregacion y
sedimentacién. Si los elevados niveles de RapAl detectados (Fig. R3) se localizan sobre la
superficie celular, esto podria alterar la capacidad de interaccién célula-célula. Resulta
importante determinar la localizacion de RapAl sobre la superficie celular en condiciones

normales y de sobreexpresion.

Para evaluar la presencia y la localizacion de RapAl, se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia usando anticuerpos policlonales contra RapAl (hechos en conejo)
seguidos por anticuerpos secundarios (anti-lg de conejo) acoplados a un fluoréforo (Cy3) y
observando por CLSM (Fig. R6). Los cultivos de R. leguminosarum A34 y la cepa isogénica
gue sobreexpresa RapAl (ambos expresan GFP) de etapas tempranas o tardias de
crecimiento logaritmico fueron sometidos a un protocolo de inmunodetecciéon usando células
vivas (ver “Métodos”). Luego de la inmunotincién, las células fueron montadas en portaobjetos

cubiertos de agarosa y observadas usando CLSM.

Como se habia reportado previamente [51], observamos que RapALl se localiza en un
polo de la superficie bacteriana en células de la cepa A34 en condiciones de expresion
enddégena (Fig. R6, panel izquierdo). Sin embargo, cuando RapAl es sobreexpresada, la
inmunolocalizaciéon mostré una sefal difusa rodeando toda la superficie celular (Fig. R6, panel
derecho), indicando que RapAl se acumula en torno a las células. Este efecto podria explicar
el fenotipo observado en biofilms estaticos (Fig. R5), en los que las interacciones laterales
cercanas estaban impedidas. Ademas, la acumulacién de RapAl en la superficie también
puede generar la reduccion en la densidad de agregacion bacteriana en cultivos liquidos

resultando en menor sedimentacion (Fig. R4B).
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A34 pHC60 A34 pHCRapA

Figura R6. Localizacion de RapAl por inmunofluorescencia. Células silvestres (izq.) o sobreproductoras de RapA1 (der.) fueron
sometidas a Inmunofluorescencia para detectar la localizacién de RapA1l sobre su superficie. Las flechas blancas indican los ejemplos
mas representativos. Se muestran detalles.

D. Los fenotiposy la localizacién de RapA1 requieren la presencia del exopolisacdrido acidico
(EPS)

RapAl es secretada por el sistema de secrecion tipo | PrsDE, en condiciones de
expresién endbégena o de sobreexpresion (Fig. R3c). La secrecidon de RapAl no se vio afectada
por la ausencia de EPS maduro ya que la cepa mutante pssA fue capaz de secretar RapAl en
condiciones de expresion enddgena o de sobreexpresion (Fig. R3B, calles 4 y 5). Ademas,
dado que iguales cantidades de material fueron procesadas, la sefial mas fuerte en la cepa
sobreproductora de RapAl deficiente en EPS, sugiere que ante la ausencia de EPS hay una
incrementada liberacién de RapAl al medio extracelular mientras que en cepas silvestres
productoras de EPS, una fraccion de proteina secretada podria permanecer unida a la

superficie celular.

Se estudio si los fenotipos asociados a la sobreproduccion de RapAl son dependientes
de la sintesis del EPS, analizando como se describié la mutante pssA que contiene el plasmido
pHCRapAS. La sobreexpresion de RapAl en la cepa deficiente en EPS no afecté la
agregacion, sugiriendo que hay una interaccion entre RapAl y el EPS (Fig. R7A). Las colonias
de la cepa mutante pssA, isogénica de A34 (deficiente en el EPS) presentan una morfologia de
colonias caracteristica [103]; la ausencia de EPS genera colonias planas y opacas, mientras

que las colonias tipicas de R. leguminosarum son mucoides y brillantes debido a la gran
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cantidad de EPS que producen [190]. La sobreexpresion de RapAl en el contexto genético
pssA no produjo un fenotipo diferencial de colonia respecto de la misma cepa con vector vacio
(Fig. R7B).

RapAl claramente intensifica la adhesion de cepas silvestres de R. leguminosarum a
placas multipocillo de poliestireno (Fig. R4). Para determinar si esta adhesion es dependiente
del EPS, se analizé la adhesion a poliestireno de la cepa deficientes de EPS (pssA) que
produce cantidades normales o que sobreproduce RapAl (Fig. R7C). La cepa A1077 (pssA)
no mostrd diferencias cuando sobreexpresa RapAl respecto de la cepa con el vector vacio.
Como se predice, la cepa A412 —mutante en PrsDE- que es incapaz de secretar RapAl al
medio extracelular no presenta diferencias en la adhesion al poliestireno cuando contiene el

vector pHC60 o el plasmido pHCRapAS.

Estas observaciones refuerzan la nocién que la sintesis del EPS es necesaria para los
efectos conferidos por RapAl a las cepas de rizobios, sugiriendo fuertemente la interaccion
entre RapAly el EPS.
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Figura R7. La sobreexpresién de RapAl no genera fenotipos de superficie o cambios en la adhesidon en la cepa pssA deficiente en
la sintesis del EPS. Observacion de sedimentacidn de cultivos liquidos (A) y morfologia de colonias (B) en cepas pssA control (izq)
o que sobreexpresan RapA1l (der). Adhesidn a poliestireno de cepa deficiente en el EPS o mutante de PrsDE (C). Se observa la
adhesidon de cepa silvestre (A34), su derivada mutante en prsDE o deficiente en EPS (pssA) en condiciones normales o de
sobreexpresion de RapAl (valores de densidad dptica a 595nm). Se muestra un resultado representativo de 3 experimentos.
Cada experimento consistié en 4 pocillos replicados para cada condicién. Barras de error: Desvio estandar

Se decidié estudiar si la ausencia de fenotipos en condiciones de sobreproduccién de
RapALl esta relacionada a la localizaciéon de RapAl sobre la superficie celular. Para investigar
esta posibilidad, se analiz6 la localizacion de RapAl por inmunofluorescencia de la cepa pssA
(A1077) que expresan GFP y niveles endégenos o aumentados de RapAl (Fig. R7A). La
observacion por CLSM muestra una reduccién importante (de 12% a 2%) en la sefal polar de
RapAl en la cepa deficiente en EPS (panel izq.), confirmando que el EPS/CPS es importante
para la retencion de RapAl sobre la superficie celular. Sin embargo, todavia se pudo observar
sefial de RapAl en algunas células. En condiciones de sobreexpresion, RapAl también se
mostré mayoritariamente ausente de la superficie celular, el patron de localizacién difuso en
torno a la superficie celular (que se formaba en células de la cepa silvestre) no se observé
cuando la mutante pssA llevaba el plasmido pHCRapAS que dirige la sobreexpresion de RapAl

(panel derecho); aportando fuerte evidencia de la interaccién entre el EPS y RapAl.
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Dado que aun se observa sefal de RapAl en un polo de la bacteria en ausencia de
EPS, resulta aparente que la localizacion polar no es completamente dependiente de
EPS/CPS. La presencia de un polisacarido de superficie, con localizacién polar [54], y la
posible afinidad de RapAl por polisacaridos; hace interesante el estudio de interaccién entre

RapALl vy el glucomanano (desarrollado en “Discusiéon”).
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Figura R8. RapAl se localiza polarmente en cepas deficientes en EPS. Se observa que la localizacion de RapAl contintda
siendo polar en ausencia de EPS (flechas) en condiciones de expresién enddgena (A) y en condiciones de sobreexpresion
(B). Se muestran campos representativos de 4 experimentos diferentes (Aumento 100x).Western blot de preparaciones
de proteinas asociadas a la célula (C) muestran menor presencia de RapAl en ausencia de EPS.

Para determinar si efectivamente, el EPS es necesario para la estabilizacion de RapAl
sobre la superficie celular, se purifico la fraccion de proteinas asociadas a la superficie celular y
se analizé por Western blot la presencia de RapAl en la superficie de células silvestres o
deficientes en EPS en condiciones normales o de sobreexpresién (Fig. R8B). Las células
provenientes de  cultivos equivalentes, fueron centrifugadas y lavadas para remover

polisacaridos extracelulares y luego se las incubd en solucion buffer salino (PBS, pH=7.4) a
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60T por una hora con varias rondas de agitaci 6n por vortex. Los resultados confirman que
una fraccion menor de RapAl permanece unida a la superficie celular en ausencia de EPS

respecto a la cepa silvestre. (Fig. R8C).

Conclusiones parciales:

Los resultados descriptos hasta ahora en su conjunto indican que la secrecion
aumentada RapAl tiene un importante impacto en las propiedades adhesivas y en la formacion
de una biomasa de biofilm por los rizobios. Sin embargo, RapAl no parece ser una tipica
adhesina que promueve la autoagregacion. Curiosamente, el efecto ejercido por RapAl es
absolutamente dependiente de la sintesis del EPS/CPS. Mas aun, las evidencias indican que la
funcion de RapAl esta estrechamente ligada a la del EPS en la formacién de una matriz

extracelular durante el desarrollo de un biofilm.
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CAPITULO 2. Estudio de la formacion de biofilms en flujo continuo.

1. Elsistema de flujo continuo

Para profundizar la investigacion en la formacion de biofilms in vitro y el estudio del rol
de RapAl, decidimos utilizar un sistema que genere condiciones de trabajo de mayor
rigurosidad, en el que la capacidad de formar un biofilm robusto resulte determinante y genere
resultados concluyentes. Para esto utilizamos el sistema de biofilms en celda de flujo continuo
desarrollado por el grupo del Dr. Soeren Molin en la Universidad Técnica de Copenague,
Dinamarca [191] (Fig. R9). Este sistema se usa en combinacion con CLSM para el seguimiento
continuo de la formacion del biofiim [192]. Este enfoque no ha sido usado nunca en
Rhizobiaceae y puede aportar valiosa informacién sobre la formacién de biofilms en

condiciones dindmicas y mas estrictas.
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Figura R9. Esquema del sistema de flujo continuo utilizado para el analisis de biofilms. El envase con medio fresco provee
medio bombeado a través de la bomba peristaltica (“Bomba”) y las burbujas son eliminadas en la trampa de burbujas (“TB”).
Luego el medio fluye a través de la celda de cultivo y el efluente con medio usado y células se colecta en un recipiente.

2. Analisis de las condiciones optimas y requerimientos nutricionales

Inicialmente, se analizé la formacién de biofilms por las cepas silvestres para determinar
si R. leguminosarum es capaz de adherirse al sustrato (borosilicato) y formar biofilms en
condiciones de flujo continuo. Como primera medida, se estudiaron diferentes condiciones
nutricionales, las cuales pueden influir notoriamente en la formacion de biofilms [193,194]. Se
estudiaron diversas condiciones nutricionales para determinar las condiciones éptimas de
formacién de biofilm dado que se ha observado que medios de cultivo demasiado ricos
desfavorecen el desarrollo de biofilms. Se ensayaron diferentes concentraciones de medio rico
diluido (YEM 10%, 5% o0 2% en H,O) o medio minimo Y con diferentes concentraciones de
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fuente de Carbono (manitol 2%, 0,2% 0 succinato 2%). Se observd que en medio rico diluido,
ninguna de las cepas ensayadas fue capaz de formar estructuras complejas luego de 4 o 5 dias
de incubacion en flujo continuo (Fig. R10). Luego de varias rondas de experimentos,
observamos que las cepas silvestres de R. leguminosarum bv viciae son capaces de formar
microcolonias y agregados de bacterias en condiciones de flujo continuo luego de 4 o 5 dias de
cultivo en medio minimo Y, en presencia de manitol como fuente de carbono. Las condiciones
de crecimiento optimas para el desarrollo de biofilms fueron similares a aquellas usadas

estudiando biofilms estaticos (Y-manitol) [55,103], posiblemente por la capacidad de Rhizobium

de generar mayor cantidad de exopolisacéridos cuando crece en presencia de manitol [190].

A34 A34 A34
Y minimal medium Y minimal medium YEM10%
Mannitol 0.2% Mannitol 0.02%

Fig R10. Biofilms formados en celda de flujo continuo crecidos en diferentes condiciones nutricionales. Se utilizaron medio
minimo Y con diferentes cantidades de fuente de carbono (Manitol) o medio rico (YEM) diluido. Se observa la adhesion y
formacién de biofilms de R.leguminosarum bv viciae A34 luego de 4 dias.

Las imagenes fueron tomadas por CLSM con aumento de 63x y procesadas por el software Bitplane Imaris. Barra blanca: 50
micrometros

3. PrsDE y el EPS son necesarios para la formacion de biofilm en flujo continuo
Con el objeto de determinar si las proteinas secretadas por PrsDE o el EPS son

requeridos para la formacién de biofilms en condiciones de flujo continuo, se analiz6 en mismas
condiciones mencionadas en la seccidn anterior, la formacion de biofilm por las cepas mutantes
pssA y prsDE (A412 y A1077, respectivamente). Es de esperar que una cepa deficiente en el
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EPS sea incapaz de formar biofilms en condiciones dinamicas, dado que la adhesion inicial es
un evento clave para el establecimiento de un biofilm y la ausencia de EPS interfiere con la
adhesion y formacion de un biofilm en condiciones estaticas en Rhizobium [103]. Por otro lado,
en condiciones estaticas, las mutantes en el sistema PrsDE forman biofilms inmaduros
[33,68,103].

Utilizando las condiciones optimas de crecimiento, establecidas previamente, se
observé que en etapas tempranas tanto la cepa mutante pssA como la mutante prsD forman
pequenas cantidades de células o microcolonias adheridas al sustrato; sin embargo, estas
microcolonias se desprendieron rapidamente de las celdas de flujo y no hubo desarrollo de un
biofilm (Fig. R11). Estos datos confirman el requerimiento del EPS y de proteinas secretadas
por PrsDE para la formacién de biofilms robustos en R. leguminosarum, especialmente en
condiciones de stress mecéanico, en las que la adhesion inicial es crucial para el posterior

desarrollo del biofilm.

A34/ pHC60 prsD/ pHC60 pssA/pHC60

Figura R11. Formacion de biofilms en flujo continuo de cepas deficientes en EPS o PrsDE. Se utilizé medio minimo Y con manitol y
los biofilms fueron generados durante 4 dias. La DO de los indculos iniciales fueron equivalentes. Se observa la adhesién y
formacion de biofilms de R.leguminosarum bv viciae A34 (A), A34 prsD (B) y A34 pssA (C). Las imagenes fueron tomadas por CLSM
con aumento de 63x y procesadas por el software Bitplane Imaris. Barra blanca: 50 micrometros
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4. RapA1l aumenta la adhesién y la formacién de biofilms in vitro en condiciones de flujo
continuo

Como se describié en el capitulo anterior, la sobreproduccién de RapAl confiere
adhesion incrementada a un soporte como el poliestireno (seccién 2.b); por lo tanto podemos
postular que en condiciones de flujo continuo, cantidades incrementadas de RapAl pueden ser
beneficiales para la adhesion y luego, el desarrollo de un biofilm. Sin embargo, si la produccion
aumentada de RapAl resulta en un fenotipo de interacciones celulares alteradas (ver seccion
2.c), se espera que las cepas que sobreexpresan RapAl sean mas facilmente desprendidas

por las condiciones de flujo y que no se formen biofilms complejos.

Se analiz6 el efecto de la secrecion aumentada de RapAl sobre la capacidad de formar
biofilms en flujo continuo de las cepas A34, 3841 y R200 que contienen el plasmido pHCRapAS
comparados con las cepas que contienen el vector sin inserto. No fue posible obtener
resultados concluyentes con la cepa R200, dado que no se obtuvo un crecimiento significativo
en flujo continuo en las condiciones ensayadas. Fue interesante la observacién que las cepas
A34 y 3841 que sobreproducen RapAl presentan mayor capacidad de adherirse y formar
microcolonias, comparadas con las correspondientes cepas silvestres que no sobreexpresan
RapAl (Fig. R12). El fenémeno de adhesién inicial es relativamente rapido (1-2 horas); es
posible que en esta etapa intervengan estructuras formadas previamente y no hay lugar para la
replicacion celular antes de la puesta en marcha del flujo. Por lo tanto, si la adhesion inicial esta
favorecida, la cepa contara con mayor numero de células de partida para iniciar la formacion de

estructuras mas complejas.

Luego de 4 dias de cultivo en flujo continuo la cepa A34 que sobreexpresa RapAl
desarroll6 estructuras considerablemente mayores y complejas comparadas a la cepa A34
pHC60. Un resultado similar y alin mas evidente se observo en la cepa 3841 pHCRapAS (Fig.
R13). Es posible que el fuerte efecto sobre la formacion de un biofilm se deba al notable
incremento en la adhesién a soportes abidticos observada en las cepas silvestres cuando
sobreexpresan RapAl (Fig. R4C, R7C y R12), lo cual conduce a un mayor desarrollo de
biofilms. Ademas, a pesar que las uniones intimas entre bacterias estan alteradas en dichas
condiciones, no se puede descartar que el efecto global sobre la modulacién de la estructura de

la matriz extracelular sea favorecer la formacién de una mayor biomasa de bacterias.
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Figura R12. Adhesidn inicial y formacion de microcolonias en flujo continuo. Cepas silvestres (izq.) o sobreproductoras de
RapAl (der.) fueron cultivadas en celdas de flujo continuo durante 24 horas. Todas las cepas fueron inoculadas con
volumenes iguales de indculos de DO estandarizada. Se utilizaron R. leguminosarum bv viciae A34 con vector vacio pHC60 (A)
o pHCRapAS (B) y R.leguminosarum bv viciae 3841 con vector vacio pHC60 (C) o pHCRapAS (D).

Las imagenes fueron tomadas por CLSM con aumento de 63x y procesadas por el software Bitplane Imaris. Barra blanca: 50
micrometros
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Figura R13. Formacion de biofilms en flujo continuo. Cepas silvestres (izg.) o sobreproductoras de RapAl (der.) fueron cultivadas en
celdas de flujo continuo durante 4 dias. Todas las cepas fueron inoculadas con volumenes iguales de inéculos de DO estandarizada. Se
utilizaron R. leguminosarum bv viciae A34 con vector vacio pHC60 (A) o pHCRapAS (B) y R. leguminosarum bv viciae 3841 con vector
vacio pHC60 (C) o pHCRapAS (D).

Las imagenes fueron tomadas por CLSM con aumento de 63x y procesadas por el software Bitplane Imaris. Barra blanca: 50
micrometros
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5. El efecto de RapA1 es dependiente de la sintesis del EPS

Con el objetivo de evaluar si el
efecto de la sobreproduccion de RapAl
sobre la formacién de biofilms en flujo
continuo es dependiente de la sintesis
del EPS, se analiz6 el efecto de la
sobreexpresion de RapAl en el
contexto mutante pssA (isogénica de
A34) a las 24 horas y luego de 4 dias
en flujo continuo en las mismas
condiciones  ensayadas en los
experimentos anteriores (Y-manitol 11
mM). Como se esperaba, la mutante
pssA pHCRapAS mostré un
comportamiento muy similar a la cepa
que expresa cantidades normales de
RapAl (pssA pHC60), es decir, tanto la
adhesion al soporte como la formacion
de microcolonias estuvieron muy
desfavorecidas  (Fig. R14). Esta

observacidon demuestra una vez mas la

50 urm

Figura R14. Formacion de Biofilm cepa pssA pHCRapAS.
Bacterias de la cepa pssA sobreproductoras de RapAl
cultivadas en celdas de flujo continuo durante 4 dias. Las
imagenes fueron tomadas por CLSM con aumento de 63x y
procesadas por el software Bitplane Imaris. Barra blanca: 50
micrometros

estrecha relacion entre RapAl y el EPS/CPS.

Conclusiones parciales:

Los resultados presentados en esta parte demuestran que el EPS acidico es crucial

para la adhesién inicial estable al soporte y para la formacién de microcolonias y de un biofilm

robusto en las condiciones restrictivas de flujo continuo. De la misma manera, se mostro el

requerimiento de un sistema de secrecion tipo | (PrsDE) funcional para la generacion de una
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biomasa considerable de un biofilm en flujo continuo. Vale aclarar que entre las proteinas
secretadas por PrsDE se encuentran las glicanasas p1,4 (PlyB y PlyA) que clivan el EPS,
modulando el largo de las cadenas, y al menos 3-5 proteinas Rap (Introduccién, seccién 5.c).
Por otro lado, la secrecion aumentada de RapAl favorecié notablemente la adhesién y la
formacién de un biofilm robusto en A34 y 3841, apoyando la idea que la funcién de RapAl esta
muy relacionada a las propiedades de adhesion de la bacteria y/o a la formacion de la matriz
extracelular. En este sentido, la dependencia de la sintesis del EPS sobre los efectos
conferidos por RapAl en flujo continuo apoya la idea que RapAl y el EPS estan

funcionalmente relacionados.
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CAPITULO 3. Localizacion de proteinas Rap: factores involucrados

Como ya se menciond, RapAl es de localizacién unipolar ([51]; este trabajo). Altos
niveles de secrecion de RapALl afectan las interacciones estrechas entre bacterias, en especial
las interacciones laterales dentro del biofilm, debido a su acumulacion sobre toda la superficie
de las células, de manera dependiente de la produccién de EPS y perdiendo su caracteristica
ubicaciéon unipolar. Sin embargo, la localizacién polar de RapAl no fue absolutamente
dependiente de la sintesis del EPS. Estas observaciones abren preguntas interesantes: i)
¢calguna de las otras proteinas secretadas PrsDE (que hemos propuesto estarian
funcionalmente relacionadas) (Introduccién, seccion 5.c), también se expresan de forma
unipolar?, ii) ¢qué otros factores estan involucrados en la localizacidén polar y iii) que relacion
existe entre la localizacidén extracelular de las proteinas secretadas por PrsDE y la produccién
de la matriz extracelular de un biofilm?. En las préximas secciones se describiran los enfoques

gue hemos comenzado a realizar para abordar las primeras dos preguntas.

1. Localizacién de PlyB

PlyA y PlyB son exportadas por PrsDE y poseen un dominio “Ra” (Introduccién, seccion
5.d). A diferencia de RapAl, RapA2, RapB y RapC; PlyB posee un Unico dominio “Ra” en su
region C-terminal; sin embargo, se ha observado que para tener actividad de glicanasa, es
necesario el contacto de PlyB con la superficie de una bacteria productora de EPS [104].
Para extender el andlisis de localizacion de proteinas con dominios “Ra”, se estudio la
localizacion extracelular de la glicanasa PlyB por inmunofluorescencia de bacterias no fijadas
como ya se explicé (Capitulo 1, seccion 2.d). La localizacion de PlyB fue estudiada gracias a la
disponibilidad de anticuerpos policlonales anti-PlyB (Abdian y col. en preparacién). Estos
anticuerpos fueron utilizados para realizar inmunofluorescencias seguidas de observacion por
CLSM, a partir de células de R. leguminosarum cultivadas en medio rico (TY) o medio minimo
(Y). Es importante aclarar que es posible que los anticuerpos también sean capaces de
reconocer a la proteina PIyA por la alta similitud que existe entre PlyA y PlyB [50]. De todas

maneras, se puede obtener informacion valiosa en cuanto a una u otra glicanasa.
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Se observa que, al igual que RapAl, PlyB se localiza sobre la superficie celular en un polo de
la bacteria (Fig. R17). Esta observacidon sugiere que PlyB presenta un comportamiento

semejante a RapAl y apoya la idea de una relacion funcional entre las dos proteinas. Aln no

Figura R17. Localizacidn de PlyB por inmunofluorescencia. Se utilizaron anticuerpos anti-PlyB y un anticuerpo
secundario acoplado a Cy3, A partir de 1ml de bacterias obtenido de un cultivo en fase exponencial (DOgqp: 0,6).
La fluorescencia se analizé por CLSM. Las flechas indican las células donde se observa la localizacidn polar de
PlyB (Rojo). Las bacterias expresan GFP (verde). Las imagenes son representativas de cuatro experimentos
diferentes; observaciones hechas con aumento 100x.

podemos confirmar si se encuentran en el mismo polo y cual de los polos (el nuevo o el viejo).
La posibilidad que varias de las proteinas secretadas por PrsDE estén relacionadas a la
modulacién de la estructura de la matriz extracelular (hecha de EPS) y varias de ellas se
ubigquen en un mismo polo es interesante, sobre todo si se tiene en cuenta que se ha propuesto

gue las cadenas de EPS emergen de un polo [195,196].
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2. Rol de PrsDE en la localizacion de RapA1l

La localizacion polar de RapAl sobre la superficie de las células en condiciones de
expresién endogena estuvo disminuida en mutantes para la produccion de EPS; sin embargo,
no perdid totalmente su localizacidn unipolar (ver Capitulo 1, seccién 2.d, Fig. R8), sugiriendo
gue existe otro determinante de la localizacién de RapALl distinto al EPS. Dado que al menos
dos proteinas secretadas por PrsDE se ubican polarmente (RapAl y PlyB), la pregunta que
surge es si esta localizacion esta determinada por la secrecion a través de PrsDE. Este sistema
o alguno de sus componentes podria ubicarse en un polo de la bacteria. Si este fuera el caso,
un escenario posible seria la secrecion localizada a través de PrsDE y luego la estabilizacion

sobre la superficie gracias a la interaccion de estas proteinas con el EPS.

Para determinar si esto es posible, se analiz6 la presencia de RapAl sobre las células
por inmunofluorescencia, suplementando exdégenamente las proteinas secretadas por la cepa
A1077 (pssA) conteniendo pHCRapAS a un cultivo de la cepa A412 (prsD), mutante en el
sistema tipo |, PrsDE. Esta cepa no es capaz de secretar RapAl, glicanasas y otras proteinas
[103]. Si la localizacion polar es dependiente de la secrecién por el sistema PrsDE, entonces, el
agregado exdgeno de proteinas secretadas no permitiria que estas se localicen polarmente y
su localizacién seria difusa en torno a la bacteria. Por el contrario, si la localizacion de
proteinas se da por un mecanismo independiente de su secrecién; las proteinas agregadas
exdgenamente se ubicarian polarmente sin importar el mecanismo por el cual alcanzan la

superficie de la bacteria.

La mutante A412 (conteniendo pHC60 que expresa GFP, Materiales y Métodos tabla 1)
fue cultivada durante 24 hs, hasta llegar a una DO de 0,75. El sobrenadante se elimind por
centrifugacion y las bacterias se resuspendieron en un volumen equivalente (al original) de un
sobrenadante de cultivo de la cepa mutante pssA A1077 luego de filtrarlo por una membrana
de 0,45 uM para eliminar todo resto de células. La mutante A1077 libera al medio extracelular
altas cantidades de RapAl (Capitulo 1, seccion 2.1) y al no producir EPS permite la facil
recuperacion de proteinas por centrifugacién. Para evitar problemas de inestabilidad o
protedlisis se incubo el sobrenadante con la cepa A412 durante un periodo no mayor a 4 horas.
Luego de suplementar las proteinas extracelulares, se realizd una deteccion por
inmunofluorescencia de RapAl, utilizando el mismo protocolo utilizado anteriormente (Capitulo
1, seccion 2.d) y se analiz6 por CLSM (Fig. R15).
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A34 prsDE::Tn5 pFC1(GFP)

Figura R15. Localizacidon de RapAl agregada exdégenamente.

Localizacion de RapA1l por inmunofluorescencia cuando se agregd el sobrenadante de pssA (A1077) a células de
cepa defectiva en PrsDE. Se indica con flechas la localizacién de la sefial de RapAl. Imagenes representativas de
3 experimentos, obtenidas por CLSM. Aumento 100x, zoom 2x.

Solo algunas bacterias (menos del 5%) mostraron sefial roja; sin embargo en todos los casos la
ubicacion de RapAl agregada exdgenamente a mutantes A412 fue unipolar (Fig. R15), lo cual

indicaria que la localizacion no estaria determinada por la secrecion.
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Dado que la mutante prsD (cepa
A412) no es capaz de secretar glicanasas, la
longitud de las cadenas de EPS que produce
es mayor a lo normal [49]; para evitar artificios
debido a

experimento de

esto, se realizd el mismo

agregado exégeno de

proteinas  extracelulares utilizando un
sobrenadante de un cultivo de A1077
pHCRapAS en fase exponencial (DO: 0,7) a
células de la cepa A550 (plyA-prsD-pssC-V )
(Materiales y métodos, Tabla 1) que posee
una delecién que incluye el locus plyA prsDE
y pss que ademas del sistema de secrecion,
anula la sintesis de EPS [104]. Una
proporcibn muy baja de células (1%) de
bacterias mostré sefal roja en un polo sobre
la superficie de la célula (Fig. R16). Este
resultado confirma que el EPS no es
necesario para la localizacion polar; ademas,
sugiere fuertemente que esta ubicacién no

esta determinada por PrsDE.

Conclusiones parciales y perspectivas:

AplyA-prs-pss::nptll pFC1(GFP)

PrsDE" EPS

Figura R16. Inmunofluorescencia contra RapAl en cepa
deficiente en EPS y mutante PrsDE. Se agrego con el
sobrenadante a cultivos de cepa mutante. Se indica con
fleches la localizacidon donde se observe. Imagenes
obtenidas por CLSM. Aumento 100x.

PlyB, una de las glicanasas secretadas por PrsDE mostr6, al igual que RapAl, localizacion

polar sobre la superficie celular. Por otro lado, los primeros enfoques realizados para explorar

el mecanismo de localizaciéon polar de RapAl sugieren fuertemente dicha localizacién no

estaria mediada por su secrecién via PrsDE. En el futuro sera de interés explorar si algin otro

componente de la superficie (proteico, lipidico o polisacaridico) es responsable de la unién

inicial de RapAl (y PlyB) a la superficie de la bacteria.
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CAPITULO 4. Factores que participan en la formacién de biofilms in vitro:
otras observaciones

1. Alteraciones de superficie y formaciéon de microvesiculas

Se ha observado que en condiciones de sobreexpresion RapAl cubre la superficie
celular mostrando una posible saturacion de la superficie, lo cual previene las interacciones
estrechas entre células. Para analizar si la superficie celular muestra en estas condiciones
alteraciones de porosidad o de otro tipo, se observaron, por microscopia electrénica de barrido
células de R. leguminosarum bv viciae A34 que expresan RapAl en condiciones normales o de
sobreexpresion. Para ello, las bacterias fueron crecidas en presencia de cubreobjetos de vidrio
borosilicato en medio liquido Ty hasta fase exponencial (DO: 0,7), lavadas y sometidas a un

proceso de deshidratacién secuencial con etanol y luego sometidas a secado de punto critico.

Las primeras observaciones obtenidas muestran que las bacterias que sobreexpresan
RapAl (en presencia de pHCRapAS) presentan alteraciones en su superficie semejantes a
extrusiones membranosas que no son evidentes en bacterias que contienen el vector vacio
(Fig. 18). Las alteraciones de membrana se observan en todos los campos observados en la
mayoria de las bacterias; también se observan numerosas vesiculas adheridas al vidrio. En la
muestra de células silvestres no se observa formacion de vesiculas ni la presencia de estas en
el soporte. Este tipo de alteraciones se ha observado en bacterias capaces de generar
vesiculas de membrana externa [174], las cuales se ha descripto que participan en la
patogénesis [197], adhesion [179] y formacion de biofilms [175] aunque también puede darse

debido a estrés por acumulacion de proteinas [198].

Esta informacién nos condujo a realizar una preparacion de fraccion extracelular
precipitable por ultracentrifugacion (100.000 x g). Se ha demostrado que ciertas estructuras
similares a vesiculas de membrana producidas por otras especies bacterias sedimentan en
estas condiciones. Se obtuvo esta fraccion luego de una ultracentrifugacién por 4 horas a
100.000 x g de sobrenadantes libres de bacterias provenientes de cultivos en medio Ty de A34
y 3841 que contienen el vector vacio y de A34 pHCRapAS y 3841 pHCRapAS que
sobreexpresan RapAl. La fraccién de 100.000 x g fue resuspendida en PBS y cantidades
equivalentes de cada condicion fue analizada por SDS-PAGE. El gel fue teflido con la técnica
de tincién por Ag-NH3 (Fig. R19). EIl resultado muestra una banda diferencial de peso

84



molecular correspondiente a RapAl en las cepas que poseen el vector de sobreexpresion
pHCRapAS (flecha) asi como otras bandas de peso molecular diferente (diamante) en la cepa

EHT = 130 Mg = XL X Spm s e rlen [ EHT = 100KV WD 43 mm Mgy = 108 00K spalovien

EMT® LDOIV WO &3 mm Mygr omEx  Spwissee [l e EHT = 1004% WO r dime Migr ANEE  Sgeaseniess [l

Figura R18. Alteraciones de superficie. Se observoé por SEM la superficie de células de R. legumiosarum cepa
A34 silvestre (A 'y C) o sobreexpresando RapAl (B y D). Se observan con magnificacion 100000X (Ay B) o
10000x (C y D). La formacidn de vesiculas se observa sobre la superficie de la bacteria (B) y en el medio (D).

3841, lo cual podria indicar que la sobreexpresion de RapAl favorece el reclutamiento de otras
proteinas a la fraccion subcelular estudiada en esta cepa.

También se observan otras bandas que probablemente correspondan a las formas LPS1 y
LPS2 del lipopolisacédrido (LPS) [199,200] (Fig. R19), que confirma la presencia de
componentes de membrana externa en la fracciéon estudiada.
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Para confirmar si la proteina localizada en la fraccién “100.000 x g” es responsable de
los fenotipos de adhesion, se realizé un ensayo de adhesion y formacion de biofilms en placas

A34 pHCB0  A34 pHCRapAS 3841 pHCB0 3841 pHCRapAS PM

* ———
3 5%

Figura R19. SDS-PAGE de la fraccion 100.000 x g obtenida de sobrenadantes de cultivos de cepas silvestres o
sobreproductoras de RapAl. Flecha roja indica la banda diferencial de RapA1l. Otras proteinas diferenciales se
marcan con diamante azul. Las bandas de Lipopolisacarido se indican con flecha negra. A la derecha se indican
pesos moleculares para referencia.

de 96 pocillos. Los cultivos de R. leguminosarum bv viciae A34 y 3841 en medio minimo fueron
incubados en presencia de una alicuota (equivalente a 1 ml del cultivo original) de la fraccion
de ultracentrifugacion proveniente de la misma cepa (control) o de la cepa que sobreexpresa
RapALl (Fig. R20).
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Figura R20. Adhesion a poliestireno y formacion de biofilms con el agregado de microvesiculas.

Cepas silvestres de R. leguminosarum bv viciae A34 o 3841 fueron crecidas en placas multipocillo de
poliestireno en condiciones de medio minimo (WT), medio minimo con una alicuota de la fraccion 100Kxg de
cepa silvestre (WT + ctrl) o medio minimo suplementado con una alicuota de la fraccién 100Kxg de la cepa
sobreproductora de RapAl (WT + fSn). Se indica la fraccion adsorbida, tefiida con “Cristal Violeta” relativizada a
la DO del cultivo.

Se muestran experimentos representativos de 3 réplicas con 4 pocillos replicados por condicion. Barras de
error: desvio estandar.

Se observa que el agregado de la fraccién de 100000 x g proveniente de la cepa que
sobreexpresa RapAl fue capaz de generar un aumento en la adhesién y formacién de una
biomasa de biofilms en ambas cepas silvestres estudiadas. El agregado de la fraccion de
100000 x g proveniente de la cepa silvestre también produjo un aumento de adhesion y
formacién de biofilms en la cepa 3841, aunque ésta fue de menor magnitud; esto puede
deberse a la mayor cantidad de material (LPS y proteinas) encontrado en esta fraccion de esa

cepa en comparacion con la cepa A34.

Perspectivas: Esta observaciones abren la posibilidad que las estructuras membranosas,
observadas por microscopia electronica, que eventualmente son liberadas al medio extracelular
pueden contener RapAl y favorecer la adhesion de la bacteria a superficies y la formacién de

un biofilm robusto (capitulo 1, seccion b y d). Resultard interesante analizar la identidad de
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otras proteinas presentes diferencialmente en la fraccion de membrana obtenida de la cepa

3841 pHCRapAS. Se debera analizar si la sobreproduccién de proteinas no relacionadas

también genera alteraciones de membrana semejantes.

2. Estudios sobre la funcién de RapB en las interacciones celulares y la formacion de un

biofilm in vitro

PrsDE secreta varios miembros de la familia Rap, entre ellos, RapAl que esta

practicamente formada por 2 dominios Ra (introduccion, seccién 5.c y 5.d). Otros miembros de

la familia incluyen a RapB, de aproximadamente 30 kDa, pero con un solo dominio Ra, y RapC

gue posee dos dominios Ra, pero un tamafio mayor (50 KDa) a los otros miembros.

Con el objeto de analizar el rol de otra proteina
de la familia Rap, se decidi6 clonar vy
sobreexpresar rapB. Se amplificé la secuencia
codificante de RapB junto con su posible region
promotora en un vector con origen capaz de
replicar en Rhizobium (pBBR). En el mismo
vector, a continuacion del sitio de clonado
(donde se insert6 el locus rapB) se encuentra la
secuencia codificante de una version inestable
de la proteina fluorescente verde (GFPaav,
[201]) Esta construccién fue conjugada a R.
leguminosarum bv  viciae cepa  3841l.
Lamentablemente, no se detect6é ninguna banda
diferencial en el

perfil de proteinas

extracelulares. Posteriormente se estudié la
emision de fluorescencia usando un lector de
placas de ELISA capaz de detectar emisiones

fluorescentes (fluorescencia verde 530nm), sin

3841 R189

et
Figura R21. SDS-PAGE cepas sobreproductoras de RapB.

Las proteinas extracelulares fueron precipitadas con TCAy
analizadas en gel desnaturalizantes SDS-PAGE y reveladas
por tincion con plata. 3841, preparacion de cepa silvestre
R. leguminosaum bv viciae 3841, R189 cepa isogénica
conteniendo pHCRapB. Se indica la distancia migrada por
los marcadores de peso molecular (izquierda).

embargo no se detecté emisiéon de fluorescencia por sobre el nivel de la cepa con vector vacio.

Estos resultados sugieren que rapB presenta una expresion baja o por debajo del nivel de

deteccion, al menos en las condiciones ensayadas.
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También se utilizé el vector pHC60 empleando una estrategia similar a la realizada en la
construccién de pHCRapAS. La construcciéon pHCRapB se generé de acuerdo a lo detallado en
Métodos y se transfirié por conjugacion a las cepas de R. leguminosaum bv viciae A34 y 3841.
Las cepas que contienen pHCRapB o el vector vacio fueron cultivadas en medio TY por 24
horas con agitacién hasta llegar a una DO de 0.75 y las proteinas extracelulares fueron
precipitas con TCA y analizadas mediante SDS-PAGE como se explica en Métodos. Las
proteinas se revelaron por tincién con Plata Amoniacal (Fig. R21). Se observa una banda
diferencial en la cepa que lleva la construccion pHCRapB respecto de la cepa silvestre; el peso
molecular aparente de la banda es ligeramente superior al peso molecular esperado para RapB
(30.5kDa), pero la misma movilidad diferente a la esperada se ha observado para RapAl (Fig.
R2).

Las observaciones preliminares obtenidas hasta el momento no muestran evidencias de

alteraciones en las propiedades de adhesion de las cepas que producen RapB en mas

A
3841 uu 3841/ pHCRapB
B
DO595 2,

1.5

Mhew

Figura R22. Fenotipos de sobreproduccién de RapB. Se observa la morfologia de colonias (A) de cepas silvestres
de R. leguminosarum bv viciae A34 o 3841 (izquierda) y de las mismas cepas conteniendo pHCRapB (derecha).

La adhesidn a poliestireno fue medida por la técnica de tincion con “Cristal Violeta”(B). Se muestra un
experimento representativo de 3 repeticiones diferentes con 4 réplicas por cepa. Barras de error: desvio
estandar.
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cantidad. Por un lado, la mayor secrecion de RapB no produjo una adhesion aumentada a la
placa de poliestireno (Fig. R22B). De manera consistente con este resultado, cuando se analiz6
la sedimentacién de cultivos liquidos que llevaban la construccion pHCRapB, no se observaron
alteraciones en la sedimentacion, asi como tampoco se observaron alteraciones en la
morfologia de colonias de las cepas cuando expresan RapB respecto de las cepas silvestres
(Fig. R22A).

La cepa 3841 de R. leguminosarum posee su genoma completamente secuenciado [5];
mediante el analisis de secuencias y la blusqueda de homdélogos se identific6 que esa cepa
posee soélo un alelo funcional de RapA (rapA2,
denominado pRL100451), dado que el rapB:p
homélogo a rapAl se halla como pseudogen

(capitulo 1, seccion 1). Analizando la presencia

de otros miembros de la familia Rap, se 3kb>
2kb>

identificaron homélogos a rapB (RL3911) y a

rapC (RL3074). Se gener6 una cepa mutante 1kb>
0.5kb>

en rapB. Para ello, se clon6 una region de 1.4
kb que incluye la region codificante (0.85 kb) y

una regién rio arriba del inicio (0.5 Kb). A

continuacion se aprovech6 la presencia de Figura R23. Confirmacion de la inserccidn del cassette

sitios de restriccion en el inicio de la secuencia  Q en la secuencia codificante de rapB. Calle 2: control
negativo. Calles A-D: clones posibles rapB::Q . Calle7:
control positivo, alelo silvestre.

codificante de rapB para introducir un cassette
gue interrumpe la secuencia codificante con
terminadores y ademas confiere resistencia a espectinomicina (cassette Q). El constructo
rapB::Q fue subclonado en un “vector suicida” (gentamicina resistente) que no es capaz de
replicar en Rhizobium y que posee el gen sacB para contraseleccionar en presencia de
sacarosa [202]; esta construccion fue transferida a R. leguminosarum bv viciae cepa 3841 por
conjugacion. Posteriormente se seleccionaron las dobles recombinantes que hayan remplazado
su alelo silvestre de rapB por la version rapB::Q, en presencia de sacarosa 10%. Se confirmé
gue fueran sensibles a gentamicina para descartar simples recombinantes. Las mutantes
candidatas se confirmaron PCR utilizando oligonucleétidos que amplifican la regién genética
del locus rapB. El resultado de la PCR muestra que el producto de amplificacion tiene el
tamafio equivalente al locus rapB junto con el cassette Q (3 kb) (Fig. R23). A pesar de los

esfuerzos hechos, hasta ahora no se han observado fenotipos distintivos de adhesién en
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comparacién con la cepa silvestre. Sin embargo, es necesario realizar estudios mas profundos

para obtener datos concluyentes en este sentido.

Perspectivas: Préximamente se analizara la mutante rapB::Q en cuanto a su comportamiento
en biofilms estaticos o en flujo continuo por CLSM, para investigar si la proteina RapB esta
involucrada en algun paso de la formacion de un biofilm in vitro, asi como en la modulacion de
la matriz extracelular. También se propone estudiar el efecto de la inactivacién de rapB como
de su secrecién aumentada (dirigida por pHCRapB) sobre la adhesion a los pelos radiculares

de arveja.

3. Estudios preliminares sobre la regulacién de rapA2 y pssA

Se ha descripto en bibliografia que el factor regulatorio RosR es capaz de actuar sobre
la expresion de genes de sintesis de polisacaridos [108]. Entre los genes regulados por RosR
se identificé un locus que contiene un ORF que codifica para una proteina propuesta “como
homologa a PIlyA”. Sin embargo, esta conclusién se basé en la presencia en PlyA de un
dominio “Ra” que luego fue descripto por Ausmees y col (2001). El analisis actual de
comparacién de secuencias que hemos realizado muestra que dicho ORF corresponde a un
homélogo a rapAl. Entre las otras regiones susceptibles a regulacion por RosR se encuentran
genes de sintesis de EPS y el gen prsD que codifica para el componente ABC de PrsDE (ver
seccion 5.d de la Introduccién). La posibilidad de una regulacién conjunta entre genes de
produccién de EPS y genes de proteinas que interactlan con el EPS, no es inesperada,
especialmente si se tiene en cuenta que muchas proteinas con caminos fisioldgicos o

biosintéticos relacionados, se encuentran en proximidad genética.

Para analizar la expresion de los genes de adhesinas y de sintesis de EPS, se utilizé la
cepa de R. leguminosarum bv viciae 3841, cuyo genoma ha sido secuenciado y esta disponible

publicamente (http://www.genedb.org/Homepage/Rleguminosarum). Se decidid estudiar el

homélogo funcional a rapAl (rapA2, pRL100451) y pssA (RL3752), este ultimo crucial para la
sintesis del EPS. Estos genes no se encuentran contiguos a otra regiéon codificante y el espacio
intergénico respecto al marco de lectura abierto que se encuentra rio arriba, es suficientemente

extenso como para albergar una region promotora.
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Con la informacién genémica se disefiaron oligonucleétidos de manera de amplificar
una regién que comprende toda la zona intergénica precedente a la secuencia codificante de
ambos genes y una pequefia region de la secuencia codificante para asegurarnos de incluir
todas las secuencias regulatorias (ver Materiales Métodos). La region amplificada de cada gen
fue clonada en un vector replicativo en Rhizobium (grupo de incompatibilidad pBBR) que luego
de su sitio de clonado multiple, posee la secuencia codificante para una variante de la proteina
fluorescente verde (GFPaav) que es inestable en Rhizobium [201]. Esto permite monitorear la
magnitud de expresion en tiempo real. Las construcciones genéticas pssAUS-GFP o
RapA2US-GFP fueron transferidas a la cepa de R. leguminosarum bv viciae 3841 por
conjugacién triparental y seleccionadas por resistencia a gentamicina. Como control de
fluorescencia y de expresion basal, también se conjug6 a las diferentes cepas un vector
compatible con pBBR, derivado del pHC60, que expresa de manera constitutiva una proteina

autofluorescente roja (mCherry, [203]).

Para cuantificar la expresion del gen de reporte se midié la fluorescencia en placas de
multiples pocillos en un lector de absorbancia y fluorescencia (DTX 880, Beckman Coulter). Se
analizaron réplicas de diferentes condiciones nutricionales, para determinar las condiciones de
mayor expresion de rapA2 y pssA. Las variables fueron medio rico (TY) o medio minimo (Y),
en el cual se ensayaron diferentes concentraciones de fuente de carbono (manitol), dado que el
manitol favorece la produccién de EPS. Ademds se analizé la expresion génica en medio
minimo con menor concentracion de calcio, dado que suele estar asociado a los EPSs y se ha
propuesto que se une a RapAl. Las bacterias se cultivaron por 48 horas en medio rico TY
hasta llegar a fase estacionaria. Una alicuota de este cultivo se utiliz6 para inocular el medio de
cultivo (a una DOgg inicial de 0.01). Las placas se incubaron a 28° por 24 horas y se midio la

intensidad de fluorescencia de GFPaav.

Los resultados muestran que pssA-gfp tiene un alto nivel de expresion, independientemente del
medio de cultivo (Fig. R24); como control positivo se utiliz la cepa A34 silvestre con el vector
pHCG60 que expresa constitutivamente una variante estable de GFP. Se observé un aumento de
la expresion de pssA-gfp en medio minimo en presencia de manitol 33 mM, es decir, una
concentracion de manitol 3 veces mayor a la la cantidad que se utiliza habitualmente (ver
Materiales y Métodos). ElI cambio en la concentracién de calcio no produjo cambios en la

expresion de pssA.
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La expresion de rapA2-gfp en las distintas condiciones ensayadas en medio minimo fue muy
similar (Fig. R25) y en valor absoluto inferior a la de pssA-gfp. En efecto, a diferencia de pssA,
no se observaron diferencias a distintas concentraciones de la fuente de carbono. Aunque la
expresion de rapA2-gfp fue un 40% mayor en medio rico TY, no se puede descartar que esto
se deba a un efecto fisiologico general dado que la expresion del control endégeno también

aumento proporcionalmente.
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Figura R24. Andlisis de expresion de la region regulatoria de pssA.

Se midio la expresion del gen de reporte en la cepa silvestre A34 que contiene el plasmido pssAUS-GFP
incubadas en medio rico (TY) o minimo (Y) con concentraciones variables de manitol (fuente de carbono). El
valor de fluorescencia verde (GFPaav) se muestra como columna oscura, y la fluorescencia roja (control interno,
mCh) se muestra como columna clara. Se expresan valores en unidades relativas de fluorescencia (URF). Se
muestran experimentos representativos de 3 repeticiones. Barras de error: Desvio estandar

93



Fluorescencia rapA2US-GFP
LIRF

TOO0D

R I GFPaav
40000 - P mCh

10000 -

u 4
- Zhed Y o )
& N g® i g &

K
& &

Figura R25. Analisis de expresion de la regidon regulatoria de rapA2.

Cepas silvestres conteniendo RA2US-GFP incubadas en medio rico (Ty) o minimo (Y) con concentraciones
variables de Manitol (fuente de Carbono). El valor de fluorescencia verde (GFPaav) se muestra como columna
oscura, y la fluorescencia roja (control interno, mCh) se muestra como columna clara. Valores expresados en
unidades relativas de fluorescencia (URF). Se muestran experimentos representativos de 3 repeticiones. Barras de
error: Desvio estdndar

En resumen, estos resultados muestran que en bacterias planctonicas en cultivos liquidos la
expresién promedio de la poblacién de bacterias de pssA (y por consiguiente la produccion de
precursores de sintesis de EPS) es constitutiva. Es posible que otros genes involucrados en la
via biosintética del EPS sean los responsables de modular la producciéon del EPS (citas). Por
otro lado, la expresion de rapA2-gfp tampoco presentd variaciones en las distintas condiciones

ensayadas.
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Se ha propuesto que en un biofilm, habria heterogeneidad fenotipica y una expresion
diferencial dentro de la poblacién de bacterias que lo forman [138,211]. Por ejemplo, ciertas
subpoblaciones estarian abocadas a producir alguno de los componentes de la matriz
extracelular como exopolisacéridos. Otras subpoblaciones expresarian el flagelo para dirigir
eventualmente la dispersién a otros nichos [140,212]. La cuantificaciéon de la expresiéon de
genes como se describid en los parrafos anteriores no podria dar cuenta de este escenario. Por
lo tanto, se analiz6 si existe una expresion diferencial tanto temporal como espacial de pssA-
ofp y de rapA2-gfp, analizando
biofilms generados en las cédmaras
de flujo continuo por CLSM. Como se
indicd previamente (seccién 3 de
este capitulo), la fluorescencia de
rapA2US-GFP resulté inferior a la
observada para pssA-GFP y también
menor a la cepa control A34 pHC60;
esto no permiti6 una observacion
clara de la induccién de rapA2. La
intensidad de fluorescencia en la
cepa conteniendo pssA-GFP permitié

la observacion de biofiims formados

) , , ., B0
en flujo continuo y la induccién de AR

pssA en estas condiciones. Se Fig. R26 fluorescencia de pssA-GFP en biofilm de flujo continuo.

generaron biofilms en condiciones  se utilizé medio minimo Y con manitol y los biofilms fueron
similares a experiencias previas generados durante 4 dias de acuerdo a la seccién 2. Las
imagenes fueron tomadas por CLSM con aumento de 63x y
procesadas por el software Bitplane Imaris. Barra blanca: 50
observé que una alta proporcion de  micrémetros

(capitulo 2, seccion 3 y 4), y se

células expresa GFP, sin embargo
para visualizar claramente la forma del biofilm fue necesario incluir observacion por luz directa
transmitida (Fig. R26). También se observa que la intensidad es variable entre distintas células,

a diferencia de la fluorescencia homogénea de las células que llevan pHCG60 (capitulo 2).

Perspectivas: Se utilizaran las construcciones para estudiar la expresion de pssA y rapA2 en

el proceso de adhesion a raiz, esto se puede observar por CLSM utilizando semillas
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germinadas in vitro. Se puede estudiar una biblioteca de mutantes para identificar mutantes que

induzcan la expresiéon de ambos genes para determinar si existe regulacion conjunta.
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DISCUSION

La formacion de biofilms es un proceso complejo y muy estudiado, con impacto en
muchas areas de interés. Dado que R. leguminosarum es un rizobio de interés agronémico y se
utiliza como inoculante, es de relevancia estudiar la formacién de biofiilms como una forma de
manejar la persistencia en el suelo de una bacteria beneficiosa para los cultivos (y por lo tanto
para el hombre).

El modo de vida en biofilms es una forma muy difundida de lidiar con condiciones de
estrés ambientales. R. leguminosarum es una bacteria Gram negativa del suelo que puede
establecer simbiosis con leguminosas; por lo tanto, la persistencia en el suelo es importante
para aumentar la probabilidad de nodulaciéon. Dado que este evento es generalmente clonal,
puede actuar como un "depdsito genético” de un clon determinado. Después de la senescencia
de los nodulos, los bacteroides de un determinado clon se liberan al suelo y estan disponibles
nuevamente para una nueva infeccién. R. leguminosarum es capaz de sintetizar varios
polisacaridos que pueden ayudar a resistir el estrés ambiental tanto en el suelo, como en la

rizosfera o sobre las raices de las plantas y dar forma a la matriz de un biofilm.

La funcién de RapA1 y su interaccion con el EPS

En este trabajo se estudid el papel de RapAl en las interacciones celulares y la
formacién de un biofilm in vitro. Hemos confirmado que RapAl se secreta a través del sistema
de secrecién PrsDE, incluso cuando se produce en exceso. A pesar que R. leguminosarum
alberga varios sistemas de secrecion de proteinas tipo |, sélo PrsDE fue responsable de la
secrecion de los substratos proteicos (dependientes de sistemas tipo |), identificados en el

medio extracelular de cultivos planctonicos [68].

La secrecién a través de PrsDE es otra caracteristica comdn entre RapAl y las enzimas
de modificacién de EPS, PIlyA y PlyB, con quienes también comparte el dominio "Ra". Por lo
tanto, habiamos planteado que la funcidon de RapAl podria estar relacionada con la adhesion y
la interaccion con superficies o la interaccion y modulacion de la estructura del EPS. El trabajo
previo de Ausmees y col. (2001)[51] habia propuesto que existiria una interaccion entre RapAl
y el EPS in vitro en un ensayo de aglutinacion de particulas. Hemos presentado nuevas

evidencias que demuestran una interaccién directa o indirecta entre RapAl y el EPS acidico, lo
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cual se refleja en la falta de fenotipo en las cepas que secretan RapAl en mayor cantidad en la
mutante defectiva en la sintesis del EPS. Confirmamos la asociacién entre el EPS y RapAl por
inmunofluorescencia de células vivas utilizando cepas productoras y no productoras de EPS.
Otros resultados del laboratorio utilizando enfoques biofisicos y bioquimicos demuestran,
ademas, que el homdlogo RapA2 se uniria de manera directa y especifica a un hapteno del

EPS acidico producido por R. leguminosarum (Abdian y col. en preparacién).

La sobre-expresion y secrecion de RapAl produce efectos macroscépicos distintivos en
los cultivos liquidos o soélidos. Proponemos que estos efectos se presentan como resultado de
los efectos microscopicos, es decir, interacciones celulares alteradas o cambios en las
propiedades adhesivas de la superficie celular de las bacterias, y es la propagacion de estos
efectos microscépicos lo que produce el fenotipo observado tanto en cultivos de liquido y medio
sélido. Friedman y Kolter (2004)[188] han sugerido que las propiedades de superficie se
pueden deducir de la morfologia de las colonias alteradas y, en particular, de la union
diferencial a Congo red. En nuestro caso, la reduccion en la uniéon a este colorante no se
deberia a la reduccién o la alteracién en la biosintesis de polisacaridos, sino probablemente a
la inaccesibilidad del colorante a los exopolisacaridos, debida a la interaccion de RapAl con el
EPS. Cuando se aumenta la secrecién de RapAl, esta proteina se ubica alrededor de la
bacteria impidiendo agregados compactos lo que disminuye la autoagregaciéon. En el caso de
la adhesién a placas de multipocillo, se observa que la sobreexpresion de RapAl genera una
adhesién incrementada en un orden de magnitud. Este efecto no habia sido observado
previamente [112], probablemente debido a que el analisis habia sido realizado en medio rico;

mientras que los rizobios forman biofilms mas robustos en medio minimo .

En este trabajo se ha estudiado la formacién de biofilms de Rhizobium leguminosarum
en un sistema de alta rigurosidad y reproducibilidad como es el sistema de flujo continuo
empleado en DTU [191]. Se estudiaron las condiciones nutricionales Optimas para la
formacion de biofilms en este sistema y se observo que el medio rico desfavorece la adhesion y
formacion de biofilms. Por el contrario, el medio minimo Y [204] resultdé oOptimo y se
desarrollaron biofilms maduros y robustos; este resultado refuerza los estudios hechos por
nuestro grupo hasta la fecha [103]. Si bien se ha descripto la necesidad de contar con un
sistema de secrecidn funcional PrsDE vy la importancia del EPS para la formacién de biofilms
tipicos en forma estatica, este estudio muestra que las cepas mutantes prsD o pssA, estan
severamente afectadas en la capacidad de adherirse y crecer en biofilms en condiciones de

flujo continuo, lo cual confirma el requerimiento tanto de la sintesis del EPS como de la
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secrecion de proteinas a través del sistema PrsDE.

Se observo que la sobreexpresion de RapAl mejora la adhesién a distintas superficies,
no sélo a una superficie hidrofébica como poliestireno sino también la adhesion al vidrio de la
celda de flujo continuo. Ademas de observarse un mayor numero inicial de bacterias adheridas
a la superficie; también la formacion de microcolonias y agregados de mayor tamafio en etapas
posteriores estuvo notablemente favorecida en condiciones de flujo continuo. Estos efectos
fueron dependientes de la sintesis del EPS. Estas observaciones muestran que RapAl tiene un
rol en la formacion de biofilms probablemente en la modulacién de la matriz extracelular por su

interaccién con el EPS.

El exopolisacarido acidico posee la misma unidad repetitiva que el polisacarido capsular
[64,66,205] y la interrupcion de algunos genes altera la producciéon de ambos polisacaridos
[54,55]. Se ha propuesto que la diferencia entre ambos podria ser el grado de sustitucion por
O-acetato o piruvato [64,66,67]. Una adhesina que tiene afinidad por el exopolisacéarido acidico,
puede mostrar también afinidad por el CPS, el cual permanece unido a la superficie de la
bacteria. Por lo tanto, RapAl puede unirse al EPS que es secretado al medio extracelular
ayudando a la formacion de una matriz compleja con interacciones EPS-proteina y la union de
RapAl al CPS puede ayudar a generar mayor adhesividad en la superficie de la bacteria.

Las glicanasas PlyA y PlyB también presentan un dominio Ra. Como ya se mencioné
en resultados (seccion 3.1), estas glicanasas son activas sélo sobre la superficie de bacterias
productoras de EPS [104]. Se puede plantear un modelo en el que RapAl (y quizds otras
Rap(s), incluidas las glicanasas, se unen al polisacarido que emerge por un polo, cumpliendo
distintas funciones. RapAl podria actuar como “puente” entre moléculas de EPS, ayudando a
generar una matriz entrecruzada. RapAl también podria asistir a las glicanasas u otras

proteinas secretadas por PrsDE a cumplir su funcién bioquimica.

Localizacion de RapA1ly PlyB

La presencia de RapAl en el polo de la cepa pssA, si bien se observa en una
proporcién baja de células respecto a la cepa silvestre, sugiere que hay estructuras todavia
presentes que permiten la localizacion de RapA1l sobre un polo de la bacteria.

La evidencia experimental sugiere que PlyB, también secretada por PrsDE presenta, al

igual que RapAl localizaciéon unipolar. Por lo tanto, los estudios sobre el mecanismo de

99



localizacion de RapAl podrian tomarse como modelo para comprender la secrecidon y
localizacién de otras proteinas de esta familia. La diferencia entre unipolaridad en condiciones
silvestres y deslocalizacién en condiciones de sobreexpresién de RapAl sugieren que existe
algun factor complementario a la ubicacion del EPS/CPS para dirigir la localizacién de RapAl,
puesto que el exopolisacarido (como CPS o como EPS) se encuentra en torno a la bacteria sin

localizacién preferencial.

Existen algunas hip6tesis que podrian explicar la localizacién unipolar de RapAl y
también la localizacién difusa en condiciones de sobreexpresion. En este trabajo de tesis se
intentd discernir si la secrecion a través de PrsDE causaba la localizaciéon polar. Una de las
hipo6tesis consideraba la posibilidad que PrsDE esté localizado polarmente y luego de la
secrecion, las proteinas con dominios Ra quedarian directamente ancladas al EPS en el punto
de salida de la célula (el polo). Sin embargo, utilizando mutantes en el sistema de secrecion se
ha observado que al agregar RapAl exdégenamente, ésta mantiene su localizacion polar. Otra
de las hipétesis que se consideraron tomo en cuenta que el EPS es probablemente sintetizado
o secretado polarmente a través de su propia maquinaria. En este caso, las proteinas con
afinidad por el EPS, se localizarian sobre el EPS naciente para modular su longitud, como es el
caso de las glicanasas, o para modular su estructura, como podria ser el caso de RapAl. Sin
embargo, el agregado exdégeno del sobrenadante de una cepa productora de RapAl a células
de una mutante doble defectiva tanto en el sistema de secrecion PrsDE como en el EPS/CPS,
mostré que RapAl aln en este contexto genético se localiza polarmente. Esto es coherente
con la observacion que RapALl se localiza en un polo en células deficientes para la produccién
de EPS. Dado que la mutacion pssA afecta el primer paso en la ruta biosintética del EPS y
también afecta seriamente la produccion del CPS [55], debemos descartar que se produzca
algun precursor o EPS residual o abortivo. La localizacion unipolar en ausencia de PrsDE y de
EPS/CPS sugiere que existiria otro determinante para la localizacion de RapA1l sobre el polo

de la bacteria.

Como ya se describid, R. leguminosarum produce un glucomanano de localizacién polar
gue es importante para el contacto con el pelo radicular [54]. Surge entonces la hipétesis que
el glucomanano podria estar relacionado con la localizaciéon unipolar de RapAl. Sin embargo,
la composicién del glucomanano es quimicamente distinta al EPS en su composicion
sacaridica y ademas, a diferencia el EPS/CPS, es neutro. En efecto, mientras el EPS/CPS
tiene residuos de glucosa, galactosa y acido glucurénico, que le confiere carga negativa, el

glucomanano es un polisacarido neutro y presenta una alta proporcidn de manosa en su
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composicion y en igual o menor medida glucosa y una fraccion pequefia de galactosa y
ramnosa. Ademas, la capacidad de RapAl de unir Ca®" es otra evidencia de su posible
interaccion con polisacaridos acidicos. De todas maneras, resultara interesante evaluar si
existe alguna dependencia de la localizaciéon unipolar de RapAl con la presencia del

glucomanano y/o determinar si RapAl se ubica en el mismo polo que éste.

Desde la caracterizacion inicial de RapAl [51], una de las caracteristicas salientes es su
localizaciéon unipolar. Es interesante la observacion que diversas funciones en bacterias
cercanas filogenéticamente a R. leguminosarum, como A. tumefaciens y S. meliloti, también
tienen caracteristicas polares [206]. Las primeras investigaciones de la polaridad en R.
leguminosarum fueron realizadas en relacion a la capacidad de unir lectina de trébol [195]
demostrando la polaridad en la remodelacién dinamica de polisacaridos de superficie y en la
capacidad de unir proteinas exudadas por la raiz de trébol. Investigaciones posteriores revelan
la produccion de la capsula como un fenémeno que se inicia en un polo de la bacteria y luego
se extiende al resto de la superficie celular [196]. El estudio de la localizacién de proteinas
involucradas en la polimerizacion o exportacion de EPS/CPS podria aportar valiosa informacién

en cuanto a la relacién de este camino biosintético y las proteinas Rap.

La sobreproduccion de RapAl produjo alteraciones en la superficie de la bacteria,
observables por microscopia electronica de barrido. Estas alteraciones producirian vesiculas de
membrana, la cuales formarian la fraccién de 100000 x g purificada y analizada. El contenido
de LPS presente en esta fraccion confirma la presencia de membranas tanto en la cepa
silvestre como en la cepa que sobreexpresa RapAl. Analizando la fraccion obtenida, se
observa la presencia de la banda diferencial de RapAl, junto a otras proteinas ausentes en la
fraccion de la cepa silvestre. Esto sugiere que la sobreexpresion de RapAl modifica la
localizacion de otras proteinas de superficie, ya sea por interaccion directa, 0 como
consecuencia de la alteracion de otras estructuras de superficie (EPS, LPS o algun complejo
proteico). Resulta interesante identificar la proteina localizada diferencialmente en la fraccién
de 100000 x g. Esto contribuiria a determinar si es posible que RapAl forme complejos con

otras proteinas y a comprender el mecanismo de adhesion y localizacién polar.

El origen filogenético de la familia de genes rap resulta interesante; su distribucion
limitada a dos especies cercanas filogenéticamente sugiere que su aparicion fue un evento

reciente evolutivamente. Si bien no se han hecho estudios evolutivos, se puede plantear que la
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familia de Raps podria haberse generado a partir de un evento de duplicacion de glicanasas
como PIyA, las cuales tienen el dominio “Ra” [50], lo que sugiere una apariciéon evolutiva mas
temprana que las Raps. La estructura de RapC, que posee dos dominios “Ra” similares a
RapAl y RapA2, pero tiene una regién C-terminal extendida sugiere una aparicion de rapC
cercana a rapAl y rapA2. Por otro lado, RapB posee divergencias en la secuencia de su Unico
dominio “Ra”, ademas de una regién con baja similitud a una endoglicanasa de Bacillus [51], lo
cual sugiere una apariciéon independiente y posiblemente previa a los demas miembros de la

familia.

Para establecer un modelo sobre la interaccion entre la sintesis de EPS/CPS vy la
secrecion y localizacion de RapAl (y PlyB) se debe tener en cuenta la posible sintesis y
secrecidn polar del EPS/CPS acidico [196], la cual podria ser dependiente de la etapa de
crecimiento. Esta sintesis genera una “cdpsula” asimétrica que se origina en un polo y luego
madura hacia el resto de la superficie. Esto plantea la posibilidad que RapAl interactie con
cierto determinante del EPS/CPS que se genera en una etapa particular; sin embargo, nuestro
estudios de inmunofluorescencia mostraron que la localizacion polar se mantiene en igual
proporcion en cultivos “jovenes” (baja DO) y cultivos “saturados” (DO mayor o igual a 1)
(resultados no mostrados). El mismo efecto fue observado previamente, aunque la capacidad
de aglutinacién de bacterias por RapAl fue mayor en etapas exponenciales de cultivo,

posiblemente por menor saturacién de receptores de RapAl [51].

La posibilidad que se refuerza ante esta evidencia, es que la produccion de EPS/CPS
sea constantemente polar y RapAl tenga afinidad por algin determinante presente en el
polisacérido recientemente sintetizado. Simultdneamente, el largo de cadena del EPS/CPS
puede ser modulado por la accion de diferentes enzimas, como las glicanasas PlyA o PlyB (las
cuales también tendrian localizacion polar, ademés de poseer un dominio Ra) y otras enzimas
modificadoras. Se ha reportado que el nivel de sustituciones no glicosidicas (piruvato y
acetato) varia de acuerdo a la etapa de crecimiento en que se analiza el cultivo [196], lo cual
contribuye a la maduracién dinamica del EPS/CPS y podria contribuir a la afinidad diferencial
de RapALl por el EPS/CPS recientemente sintetizado. No se puede descartar que las proteinas
RapA cumplan algun rol en la actividad de las enzimas moduladoras del tamafio de las
cadenas del EPS/CPS, que como se ha descripto es importante para la formacion de un biofilm
tipico [103].
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Se puede plantear un modelo de produccion de capsula en R. leguminosarum en el que
la sintesis y secrecién de EPS/CPS se produce de manera polar (de acuerdo a las evidencias
de Dazzo y col 1982 y Sherwood y col.1984[195,196]) y éste va migrando sobre la superficie
hacia el otro polo. Mientras se produce esta migracion o de manera coordinada con la sintesis y
secrecion, ocurre la maduracién y modificacion del polisacarido, probablemente por accion de
glicanasas (como PIlyA y PlyB), acetilasas y succinil- o piruvil-transferasas. Mientras se produce
la migracién y maduracion, se produciria la liberacion del polisacarido como EPS o éste
permaneceria unido como CPS (posiblemente esto sea determinado por el grado y tipo de
sustituciones no sacaridicas del polisacarido) (Figura D1). La localizacién de proteinas como
RapAl que se unen al EPS/CPS podria estar determinada por la afinidad al polisacéarido
recientemente sintetizado. Esta interaccion contribuiria al correcto funcionamiento de enzimas
modificadoras del EPS/CPS en regiones particulares, optimizando el uso de enzimas y la
liberacion de EPS y formacion de la capsula. El factor determinante de la ubicacién y actividad
de enzimas como PIyA y PlyB podria ser el grado de modificacion de las unidades repetitivas
por sustituyentes acetato o piruvato. Estas enzimas cuentan con un dominio Ra en su
estructura que le permitiria interactuar con el EPS/CPS y por extensién se puede esperar que
otras proteinas Rap tengan afinidad por los mismos determinantes que las glicanasas. Este
modelo podria explicar la localizacion de RapA1l, asi como también la localizacién de PlyB, y es
consistente con hallazgos previos de localizacién polar de sintesis de EPS/CPS [195,196],
actividad sobre la superficie de glicanasas [207,208], actividad diferencial de glicanasas sobre
exopolisacéridos con sustituyentes no sacaridicos [209] y la actividad de glicanasas sobre

cadenas nacientes de exopolisacéaridos [104,210].

Si bien rapAl parece tener un nivel de expresion bajo ([51], esta tesis), hay indicios de
regulacidon de su expresion. Se ha sugerido que rapAl podria formar parte del reguléon RosR
[108]. En este trabajo se analizd la expresion de rapA2 de R. leguminosarum bv viciae 3841 en
paralelo con la expresion de pssA, para determinar si existia una respuesta similar a las
condiciones nutricionales que favorecen el desarrollo de biofiims. Nos interesa también
estudiar la expresion y regulacion de otros genes rap (como rapB) y su relacién con la
regulacién de la sintesis del EPS/CPS y comprobar si efectivamente RosR es un regulador de
las proteinas Rap. Utilizando fusiones a GFP (variante inestable) podran realizarse ensayos de
mayor complejidad como la evaluacion temporal o espacial de los genes requeridos para la

formacién de un biofilm in vitro; se realizaron ensayos de manera preliminar (Fig. R26),
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observando la expresion de pssA. También sera de interés la visualizacién de bacterias

adheridas a raiz para observar si la induccion de rapA2 es condicional al contacto con la raiz.

Al L P .\-.'-_'_ AW e, CPs £v.5

{O) EPS/ICPS sintasa  ee RapAl/RapA2

= PrsDE &0 PiyB/Glicanasas

Figura D1. Modelo de formacién de capsula de R. leguminosarum.
Se observa la posicidn propuesta para la maquinaria de sintesis y modificacion del EPS.
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Materiales y Métodos

Cepas y plasmidos

Las cepas de Escherichia coli y Rhizobium leguminosarum, asi como los plasmidos utilizados, se

detallan a continuacion en la Tabla 1.

Cepa o Plasmido Genotipo y caracteristicas relevantes Origen
Plasmidos
pHC60 Origen derivado RK2 (grupo Inc JP2), plasmido bajo numero de copias, Cheng & Walker (1998) [24]

GFP bajo promotor constitutivo, Tet®

pHCmCH Origen derivado RK2 (grupo Inc JP2), plasmido bajo nimero de copias Este trabajo
mRFP bajo promotor constitutivo , Tet®

pHCRapAS pHCG60 con la secuencia codificante de rapA1 clonada rio arriba de la GFP, Mongiardini et al. (2008)[4]
Tet®

pHCRapB pHCB0 con la secuencia codificante de rapB clonada (sin GFP), Tet® Esta Tesis

pRU1099 Derivado de pOT1, origen pBBR, GFPaav luego del MCS, Gm" Addgene Inc.

pJQ200 Origen P15A, region mob RP4, sacBde B. subtilis, Gm" Quandt et al. (1993) [25]

pFC178 pRU1099 con la region pssAUS clonada en sitios Sphl y Spel Este trabajo

pFC179 pRU1099 con la regién RA2US clonada en sitios BamH1 y Xbal Este trabajo

pFC223 Derivado de pRU1099, Region de 1.4Kb conteniendo rgpB junto con su Este trabajo

region rio arriba clonada en sitios Sall/Spel, Gm"

pFC204 Derivado de pJQ200, Region de 1.4Kb conteniendo rapB junto con su Este trabajo
region upstream interrumpida por cassette Q en el nucledtido 620, clonada
en sitios Xho/Xba, Gm®
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Cepas de Escherichia coli

DH5a F-@80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR, recA1, endA1, hsdR17(rk- New England Biolabs
mk+ phoA supE44 - thi-1 gyrA96 relA1.

HB101(pRK600) Cepa helper para conjugacion triparental, tra+.

S17-1 Cepa para conjugacion biparental en R./eguminosarum Dr. Anibal Lodeiro

Cepas de Rhizobium

leguminosarum

A34 Cepa silvestre R. leguminosarum biovar viciae (derivado de la cepa 8401 Downie et al. (1983) [26]
llevando plasmido simbiético pRL1J1)(StF)

3841 Cepa silvestre R. leguminosarum biovar viciae (derivado Streptomicina- Johnston et al. (1975) [27]
resistente de la cepa 300) (St¥)

R200 Cepa silvestre R. leguminosarum biovar trifolii (derivado streptomicina- Ausmees et al. (2001)[2]
resistente de la cepa 2046) (St7)

A412 Derivado A34, prsD::Tn5 (Km®); mutante Sistema de Secrecion tipo | Finnie et al. (1997) [28]

A1077 derivado A34 , pssA ::Tn5 (Km®); mutante EPS-deficiente Russo et al. (2006) [7]

Z10 derivado A34, rapA71..Q (SpR); gen rapA1 interrumpido por cassete Omega Russo et al. (2006) [7]

A550 A34 AplyA-prs-pssC-V:npt Il; Km® Zorreguieta et al. (2000) [14]

Z33 derivado 3841, rapB:Q (SpF) Este trabajo

Medios y condiciones de cultivo

E. coli fue cultivada en medio Luria-Bertani (LB) durante 16 a 24 hs y R. leguminosarum en medio rico
TY [6] o medio minimo Y [29], se incubd durante 24 a 48 hs, y en todos los casos se empled en los
medios sélidos 1,7% (p/v) de agar. En el caso de los cultivos liquidos, las células fueron cultivadas con

agitacion (200 rpm/min) a 37° C para E. coli 0 a 28° para R. leguminosarum. Se utilizaron antibiéticos en
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las concentraciones de trabajo segun la Tabla 2. Cuando se agregdé Congo Red a las placas de medio
sélido su concentracion final fue 40 pg/ml y en el caso de Coomassie Blue, se utilizd 20 pg/ml de

concentracion final.

Medios de cultivo

# LB gramos por litro de medio
Triptona 10g
Extracto de levadura 59
NaCl 59
(Agar 179)
4 Ty gramos por litro de medio
Triptona 59
Extracto de levadura 34
CaCl,e2H,0 0,87¢
(Agar 17 9)

4 Medio Minimo Y
1) Se preparar6 el siguiente sfock de sales:

gramos cada 1000 ml

MgSO4e7H,0 0.1g
MnSO,e4H,0 0.01g
Na,S, O3¢5H,0 1g
K;HPO, 39
NaCl 759
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2) Se preparé el “medio sales” 1X a partir de cada sftock en agua milliQ.
3) Se fracciond en volumen necesario.

4) Se agreg6 agar (para medio sélido): 3 g por cada 200 ml de medio.
5) Se autoclavo.

6) En el momento de usar, se agregaron los siguientes suplementos que son esterilizados por

separado:

Suplemento en 1 litro de medio
Manitol 10% (p/v) 4ml
Glutamato 4.4% (p/v) 5mi
Vitaminas * (en 50mM Buffer fosfato pH 7) 1ml
*Vitaminas: biotina 0.01 pg/ml

tiamina 0.2 pg/ml
D/L acido pantoténico 0.04 pg/mi
(Esterilizadas por filtracion, milljpore 0.22 pm).
Antibidticos

Tabla 2: drogas y concentraciones empleadas

Concentracion final
Solucion Madre
Antibiético E. coli R. leguminosarum
mg/ml pg/mi pg/mi

Ampicilina 200 (H,0) 400 10
Gentamicina 20 (H,0) 20 5
Kanamicina 50 (H20) 50 25
Espectinomicina 100 (H.0) 200 50
Estreptomicina 200 (H,0) 400 400
Tetraciclina 5 (70% Etanol) 10 -
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Conservacion de cepas

La conservacion a largo plazo de las cepas bacterianas fue realizada por congelamiento rapido de
cultivos en fase logaritmica tardia, suplidos con glicerol estéril a una concentracion final de 20% (v/v) en

criotubos conservados a —20° C y a —80° C.

Amplificacién de secuencias mediante la técnica de PCR (Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa)

En todos los casos las reacciones de PCR fueron realizadas en microtubos de pared delgada de 0.2

ml. La composicién de la mezcla de reaccién por tubo fue la siguiente:

Buffer 10X libre de Mg+ Sul

MgCl, (50 mM) *

dNTPs (40 mM) 1ul

Primer 1* (10 uM) 2.5ul
Primer 2 * (10 uM) 2.5ul

Taq/ pfu polimerasa 0.5 ul

ADN molde* 1-6u

H,O (milliQ) para llevar a volumen
Vol. final S0 ul

* Variaron de acuerdo a la reaccion.

Oligonucleédtidos

Las secuencias de todos los primers empleados se detallan a continuacion en la tabla 3.
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Tabla 3. Lista de oligos utilizados en esta tesis

Oligo Secuencia Origen
PssAUSFw1 CGGCACAATCCTTTGCA Esta tesis
PssAUSRv1 GCACTTAGGTCTTGGTA Esta tesis
pssDEUSfw TTGATATTGT TTACGCAGG Esta tesis
pssDEUSRv CATAAACAGGCATCTCCTA Esta tesis
RapBUSFw1 CTCGAGGGAAAATCTCACCAGGGATC Esta tesis
RapBUSRv1 TCTAGATGCCATTTCTACCTCCCGTG Esta tesis
RA2USFw GGATCCGCATTTCGAGITCTCCTTGT Esta tesis
RA2USRv TCTAGAGCGAAGCCATTGCACTCTCC Esta tesis
GFPseqUS CCATCTAATTCAACAAGAATTGGGACAAC Addgene
RapBCDSFw1 GGATCCAGAAATGGCAAACCACAAGC Esta tesis
RapBCDSRv1 TCTAGACCTTTCCCCCTTCGTCAAAC Esta tesis
RA2CDSFw GGATCCCAATGGCTTCGCCGATACAT Esta tesis
RA2CDSRv TCTAGATGATCAAACGAGAGCGT CGG Esta tesis
RA1CDSFw GGATCCTCCATGACAGTGCTTGCA Esta tesis
RA1CDSRv TCTAGAATGGECCCGAGCTGACGTA Esta tesis
Colony PCR

Se empleé como molde ADN total proveniente de colonias bacterianas, que fue preparado de la
siguiente manera: se emplearon escarbadientes estériles para picar colonias de los clones de interés;
una punta de escarbadientes de bacterias fue resuspendida en 50 yl de agua milliQ estéril. Esta
suspension fue sometida a 94° C durante 5 min, luego fue centrifugada a 10000 rpm por 30 seg. y 5 pl

del sobrenadante fueron utilizados en la reaccion de amplificacion (de la forma antes descripta).

Ligacion en pGEMT-easy

Ciertas polimerasas termoestables (usadas frecuentemente en PCR) agregan al extremo 3" de los

fragmentos amplificados una deoxiadenosina (A) no apareada. Esta caracteristica es aprovechada por
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los sistemas de vectores pGEM-T® y pGEM-Teasy®, que poseen una deoxitimidina (T) no apareada en

cada uno de sus extremos 3°, proporcionando un extremo cohesivo compatible. Ademas, la base extra

incorporada al vector lineal impide el religado del mismo, elevando la eficiencia de ligacion vector-inserto.

Todos los amplicones fueron clonados en el vector pGEM-Teasy®, usando una relaciéon molar

inserto:vector 3:1, en la siguiente reaccién de ligacion:

2X Rapid Ligation Buffer® 5 ul

Vector pGEM-Teasy © (50 ng) 1ul

Producto de PCR Xl

T4 ADN Ligasa® (3 Weiss u/ul) 1 ul

H,O milliQ a0yl
® Promega

Extraccion de ADN cromosomico

Para purificar ADN cromosémico de R. leguminosarum se empled el siguiente protocolo:

1. Se cultivé la cepa de interés por 2 dias, hasta obtener un pre-cultivo en fase estacionaria (2
- 5 ml en medio Ty con antibiéticos).

2. Seinocularon 25 ml de medio Ty con 0.25 ml del pre-cultivo en fase estacionaria.

3. Cuando el cultivo lleg6 a una DOg=0.6 (en medio Ty 24 hs. R. leguminosarum) se cosecharon las
bacterias por centrifugacién (8000 rpm en rotor SS34 de Sorvall a 4T por 5 min.).

4. Luego se realizaron los siguientes lavados, centrifugando el pellet por 5 min. y resuspendiendo:
= dos veces con 5 ml de TE20-0.1% sarcosil.
= dos veces con 5 ml de TE20.

5. Se resuspendieron las células en 1ml de TE-25% sacarosa.

6. Se agregaron 30 pl de lisozima (50 mg/ml) y 400 pl de EDTA (0.25 M) a las células en TE-25%
sacarosa (1ml) y se mezclé por inversion.

7. Seincubd a 37 por 10 minutos.

8. Se agregaron 2 ml de H,O milliQ y 200 pl de SDS 10% y se mezclé.
9. Se agregaron 50 pl de RNAsa (10 mg/ml).

10. Se mezclé e incubd a 37T durante 15 min.

11. Se agregaron 50 ul de proteinasa K (10 mg/ml), se mezclé e incubé durante 5 min a 37<C.
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12.

13.

14.

15.
16.

Se extrajo con un volumen igual de fenol:cloroformo (aprox. 4ml). Se centrifugé (5000 rpm 4<C por
15 min.) y se transfiri6 la fase superior (acuosa) a un tubo limpio. Se repitié hasta que la interfase se
hallase limpia.

Se extrajo con igual volimen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1).

Se agregaron acetato de potasio pH 4.8 (0.3 M final) y dos voliumenes de EtOH absoluto. Se mezclé
por inversion.

Se centrifugd 10 min. maxima velocidad y se lavé el pellet con Etanol 70% (500ul).

Se retird todo el Etanol, y se resuspendié en buffer TE.

Buffers:

TE20: 50mM Tris (pH 8), 20mM EDTA, 1M NaCl.

TE: 10mM Tris (pH 8), 1mM EDTA.

Extraccion de ADN plasmidico

Se ensayaron diferentes técnicas para la extraccién de plasmidos: técnica de lisis alcalina, descripta

por Birnboim et al y STET prep (método de boiling), que se describe a continuacion:

Miniprep STET

1. Se cultivaron las bacterias por 16 hs. en 2 ml de LB con antibiéticos.

2. Se traspasaron las bacterias a un tubo de polipropileno de 1.5 ml.

3. Se centrifugaron maxima velocidad por 30 segundos, luego se descart6 el sobrenadante.

4. Se resuspendio el pellet con pipeta en 200 ul de STET.

5. Se agregaron 20 ul de lisozima (10mg/ml), se mezclé por inversion, y se incubd 5 min. a temperatura
ambiente.

6. Se colocé la muestra en agua hirviendo (100C) durante 1 minuto exacto.

7. Se centrifugd 15 minutos a temperatura ambiente.

8. Se removio el pellet con un escarbadientes estéril.

9. Se extrajo con 200 ul de fenol:cloroformo (1:1). Se recuperé la fase acuosa.

10. Se agreg6 igual volumen de isopropanol (si fue necesario se llevé a volumen el sobrenadante con
H,O milliQ estéril) y se dejé a temperatura ambiente 15 min.

11. Se centrifugdé 5 min. a temperatura ambiente, y se descart6 el sobrenadante.

12. Se lavo el pellet con 200 pl de etanol 70%.

112



13. Se resuspendio el pellet en H,O milliQ estéril

Buffer STET
8% sacarosa
50 mM EDTA pH 8
50 mM Tris-HCI pH 8

0.5 % Triton X-100

Geles de agarosa

La separacion de los fragmentos obtenidos por: restriccion, amplificacion, extraccién de ADN
gendmico o plasmidico, etc. fue realizada mediante electroforesis en geles de agarosa, generalmente
entre 0.8 y 1.2 % (p/v) conteniendo 1-2 ug/ml de Bromuro de Etidio. El perfil de bandas obtenido fue
fotografiado en un sistema digital de adquisicion de imagenes Bio-Rad.

Extraccion de proteinas extracelulares en R. leguminosarum

Se prepararon proteinas extracelulares, a partir de cultivos de R. leguminosarum, mediante el
siguiente protocolo:

1. Se cultivo la cepa de interés por 3 dias, hasta obtener un pre-cultivo en fase estacionaria (2 - 5 ml
en medio Ty con antibiéticos).

2. Seinocularon 25 ml de medio (TY o Y) con 0.25 ml del pre-cultivo en fase estacionaria.

3. Cuando el cultivo llegé a una DOgp=0.6 se cosecharon las bacterias por centrifugacion (8000 rpm
en rotor SS34 de Sorvall a 4C por 60 min.).

4. Se traspas6 el sobrenadante a un tubo nuevo y se repitié la centrifugacion tantas veces como fue
necesario para que el sobrenadante estuviese totalmente libre de bacterias.

5. Se traspasé el sobrenadante con cuidado a un tubo de vidrio corex de 35 ml.

6. Se precipitaron las proteinas del sobrenadante (medio extracelular) con TCA 10 % final y se
mezclé por inversion.

7. Se dejo precipitar en hielo por 1- 2 horas.
8. Se centrifugd la muestra durante 60 min. a 9000 rpm (rotor SS34, Sorvall).

9. Se descart6 el sobrenadante, cuidando no perder el precipitado.
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10. Se lavé cuidadosamente el precipitado con 2 ml de acetona fria (-20C), girando el tubo en forma
horizontal de modo tal que todas las paredes se lavasen.

11. Se descart6 con cuidado la acetona.

12. Se resuspendio el precipitado directamente en 100 pl de buffer de siembra para proteinas, con
SDS.

13. Se analiz6 el perfil de proteinas en un SDS-PAGE 12%.

Electroforesis de proteinas

Las muestras proteicas fueron resuspendidas en buffer de siembra[30] y calentadas a 100° C por 5
min. Luego fueron sometidas a electroforesis en gel discontinuo[30] de poliacrilamida 12 % con SDS

(desnaturalizante), cuya composicion se describe a continuacion (tabla 4):

Sol. STOCK Gel de corrida 12/ X2 Stacking Gel 5/

H->O bd 1,65 ml 3,3ml 0,78 ml 1,54 ml
1,25
Tris HCI ml 2,5ml 1,25 ml 2,5ml
(0.25 M pH
(1.5M pH 8.8) 6.8)
Acrilamida:bisacrilamida
30% (p/v) (29.2:0.8) 2ml 4 ml 0,425 ml 0,85
SDS 20% 25 ul 50 pl 12,5 ul 25 ul
TEMED 3,5l 7 ul 3,0l 6 ul
APS 10% 50 pl 100 30 60
Volumen Final 5ml 10 ml 2,5ml 5ml

Tabla 4: composicidn geles discontinuos de poliacrilamida.

Las proteinas fueron tefiidas con coomassie brilliant blue R-250. La solucién de tefiido fue usada 0.25 %
(p/v) en metanol: acido acético: agua (40:10:30). La decoloracion se llevé a cabo mediante lavado con

metanol 50 % (v/v) y acido acético 12 % (v/v).

Protocolo tincién con plata amoniacal

1. Colocar el gel en un recipiente de plastico conteniendo 50 ml de solucién de Fijaciébn y Lavado.

Dejar 30 minutos con agitacion suave en la rondina.
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Nota: Puede dejarse sin agitacion toda la noche o eventualmente el fin de semana.

2. Volcar la solucion de fijacién en el bidon de Descarte de Solventes Organicos y agregar 50 ml de
Glutaraldehido 10%. Dejar 30 minutos con agitacion suave en la rondina.

3. Volcar la solucién de Glutaraldehido en el bidén de Descarte de Solventes Organicos . Agregar 250
ml de agua destilada y dejar con agitacién suave en la rondina durante 10 minutos.

4. Descartar el agua de lavado y repetir este procedimiento de lavado durante no menos de 1 hora y

media.

Nota: Puede dejarse sin agitacion toda la noche.

5. Descartar el agua del ultimo lavado y agregar 50 ml de Solucién de Tincién con Plata

(preparada en el momento mezclando 2 ml de solucion madre de nitrato de plata + 48 ml de solucién de
amoniaco para tincion con plata. Si se observa turbidez o precipitado, agregar Amoniaco 100% gota a

gota hasta que se solubilice).

Dejar durante 5 minutos con agitacion suave en la rondina.

6. Volcar la solucion de Tincién con Plata en el bidon de Descartes. Agregar 250 ml de agua destilada y
dejar durante 5 minutos con agitacion suave en la rondina.

7. Descartar el agua de lavado y repetir este procedimiento de lavado dos veces mas.

8. Descartar el agua del ultimo lavado y agregar 25 ml de Solucién de Revelado para Tinciébn  con
plata. Mantener el gel en esta solucidn hasta que sean claramente visibles los marcadores de Peso
Molecular y revele la muestra mas diluida.

9. Descartar inmediatamente la solucién de revelado y agregar 50 ml de 10% acido acético para frenar

el desarrollo del color.

Western Blot

Las muestras proteicas luego de electroforesis en gel desnaturalizante fueron electrotransferidas a
una membrana de PVDF (Millipore) aplicando 100V durante 60 min. En solucién de transferencias Tris-
Glicina SDS 10%, metanol 20%. Luego de la transferencia, la membrana fue tefiida reversiblemente con
solucién de Rojo Ponceau para confirmar la transferencia de proteinas a la membrana . La membrana
fue incubada con solucién de bloqueo (BSA 2% o Leche descremada en polvo 5% en TBS con 0,05%
Tween 20) durante 2 horas a temperatura ambiente. Luego se incub6 con solucién de anticuerpo
primario (diluciéon 1:1000 en solucion de bloqueo) durante 2 horas a temperatura ambiente, se hicieron 3

lavados durante 5 minutos con solucién de lavado (TBS-tween 0,05%) y luego se incubd durante 1 6 2
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horas con anticuerpo secundario conjugado a Fosfatasa alcalina. Luego de la incubacién se hicieron 3
lavados con Solucion de lavado y se revel6 con buffer de revelado (contiene Nitroblue tetrazolium NBT y
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate BCIP ambos en concentracion 50 mg/ml) hasta aparicion de sefial.

Se detuvo la reaccion por lavado con H,Od.
Solucién de revelado Fosftasa alcalina

Tris (12,14 g/l)
NaCl (5,844 g/)
MgCl,» 6HO (1,02 g/l)

Conjugacion tri- o biparental en placa

Se empled esta técnica para lograr la transferencia de plasmidos autotransmisibles desde cepas
movilizadoras (dadoras) de E. coli a cepas receptoras de R.leguminosarum, utilizando las cepas de E.
coli S17 (biparental) o HB101(triparental). En el caso de la conjugacion triparental se empled, ademas de

la cepa dadora, una cepa Helper para lograr la transferencia de plasmidos no-autotransmisibles.
Se emplearon cultivos frescos de las cepas. El método se describe a continuacion (Fig.1):

= Se cultivaron las cepas a DO estandarizada.

= Se lavaron los cultivos tres veces para retirar posibles restos de antibioticos.

= Los pellets se resuspendieron en aproximadamente 100 pl de PBS cada uno.

= Sedividié en dos una placa sin antibiéticos: zona de conjugacion y zona control (se usé medio Ty).

= Se sembré por separado una pequefa estria de cada cepa en la zona control. Se
mezclaron las cepas y se sembraron en la zona de conjugacidn sobre el filtro.

=  Seincubo la placa durante 24 hs. a 30C.

= Se realizd una réplica a una placa con los antibiéticos necesarios para seleccionar las
transconjugantes.

= Se aislaron colonias (transconjugantes) en una placa nueva con antibigticos.

Zona de conjugacion

Fig.M1: conjugacion en placa. A:

R: cepa receptora
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D: cepa dadora
B: luego de la réplica,

T: transconjugantes (notar que las cepas parentales son incapaces de crecer en el medio selectivo).

Preparacion de células electrocompetentes y electroporacion

Se prepararon las células de alta eficiencia de acuerdo al protocolo descripto mas adelante.

Se emplearon en cada electroporacion 50 pl de suspension de células electrocompetentes 'y 1 a 2 ul
(1-10 pg) de ADN (disuelto en agua milliQ). El procedimiento se llevd a cabo en cubetas de 2 mm (Bio-
Rad).

Condiciones de electroporacion:

Capacitancia 25 uF
Voltaje 2.5 kv
Resistencia 200 O

Intensidad del campo 12.5 kV/cm

Electroporador: Gene Pulser. Transfection Apparatus, Bio-Rad.

Luego de la electroporacion se incubaron las células por una hora a 37° C en medio rico SOC*.

Finalmente se plaguearon en medio selectivo.

* SOC:
SOB:  Triptona 20g
Extracto de levadura 59
NaCl 0.59
KCI 1M 2.5ml
H,O destilada a 1000 ml

A un litro de la solucion estéril de medio SOB se le agregaron 20 ml de una solucién de glucosa 1M
estéril.
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E. coli de alta eficiencia para electroporacion

1. Seinocularon 25 ml LB con E. coli TG1, DH5a 6 S17 y se incubd ON a 37<C con agitacion.
Se emplearon 5 ml del cultivo ON para inocular 500 ml de medio 2xYT y se incub6 a 37°C.

3. Cuando DOgpp=0.5-0.6 (aproximadamente 3-4 hs.), se colocaron las bacterias en mamaderas de
centrifuga pre-enfriadas y se incubd en hielo por 30 min. De aqui en adelante las células se
mantuvieron en hielo todo el tiempo.

Se centrifugé a 4000 x g por 20 min. a 4T en un rotos pre-enfriado. Se elimind el sobrenadante.

Las células se resuspendieron suavemente en 500 ml de glicerol 10% frio y se incub6 en hielo por 30
min.

Se repitieron los pasos 4 y 5 dos veces (en total tres lavados en glicerol 10%).

Se estimo6 el volumen del pellet y se resuspendié en el mismo volumen de glicerol 10% frio.

8. Inmediatamente se dividié en alicuotas de 50 ul, que se colocaron en tubos estériles enfriados
previamente.

9. Los tubos se congelaron en un bafio de hielo seco-etanol y se conservaron a -80<C.

comentarios

Modificado de "Current Protocols in Molecular Biology".

Dos factores son importantes, mantener las células en hielo todo el tiempo y tratarlas suavemente

(centrifugar sélo a 4000 x g y resuspenderlas con pipetas de vidrio o tips cortados. No usar vortex).

Usando este procedimiento es posible obtener células que dan 13-10" transformantes por pg de

plasmido, cuando se usan 10 ng de ADN por transformacion.

Curvas de crecimiento

Se cultivaron las células en 50 ml de medio rico, de la forma antes descripta. Se tomaron alicuotas de
1 ml en forma estéril a intervalos regulares y se midié absorbancia de la suspensién bacteriana a 600
nm. En espectrofotomoetro Ultrospec 1000. Se graficé la Densidad Optica en funcién del Tiempo

(DOegoonm Vs. T). Los resultados fueron semejantes en tres repeticiones independientes.

118



Cuantificacion de la adhesion por cristal violeta

La adhesién bacteriana a placas de poliestireno fue ensayada por el método de cristal violeta.

1. Se cultivé un pre-inéculo en medio Ty con agitacion hasta llegar a una DOgoo de aproximadamente
1.0.

2. Luego se realizdé una dilucién 1:1000 de este cultivo, que se indculo en placas de 96 pocillos. La
placa se incubé por horas o por 1, 2, 3y 4 dias para medir el progreso de la adhesién.

3. En cada tiempo se elimind el medio de cultivo y las bacterias no ancladas fueron removidas
mediante dos lavados con PBS.

4. Las bacterias adheridas fueron cuantificadas por tincion con 0.01 % (w/v) cristal violeta (Acros
Organics, Geel, Belgium). Se agregaron 100 ul de cristal violeta a cada pocillo y se incub6 por 15
min. a TA, en oscuridad.

5. El exceso de cristal violeta fue removido por aspiraciéon y luego se realizaron tres lavados sucesivos
con 150 pl de PBS.

6. El cristal violeta unido fue disuelto con 100 ul de etanol absoluto y cuantificado por medicién de la
absorbancia a 595 nm utilizando por lo menos seis réplicas por muestra. Se empled un lector de

placas Beckman.

Secuenciacion de ADN, analisis de secuencia

En todos los casos, las muestras se secuenciaron con los kits Big Dye Terminator Chemistry (v1.0) de
Applied Biosystems, en un secuenciador ABI 377.
Para el andlisis por computadora de las trazas se empleé el programa Chromas Lite, version 2.0 de

Technelysium Pty Ltd.

Analisis filogenéticos

Se emplearon métodos filogenéticos para estudiar posibles relaciones evolutivas entre moléculas.
En la construccion de alineamientos multiples se empled el programa ClustalW2, el cual es un
programa general para alineamiento de mdultiples secuencias de DNA o proteinas disponible para uso

publico en http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/.
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Busqueda de promotores

El andlisis de secuencias para identificar si existen posibles promotores fue realizado utilizando

diversos recursos en linea:

eBPROM online (Softberry, http://linux1.softberry.com/berry.phtml )

ePrediccion de promotor por red Neuronal http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html

eBIMAS (Seccién Bioinformatica y andlisis molecular, NIH) http://www-bimas.cit.nih.gov/cqi-

bin/molbio/proscan

eCenter for Biological Sequence Analysis (DTU) http://www.cbs.dtu.dk/services/Promoter/

Ensayo autoagregacion

1. Se preparé un cultivo ON, de DO estandarizada.
2. Se mezclé vigorosamente por 15 segundos en vortex y se mantuvo estatico en ausencia de luz a
28°C.
A intervalos regulares de tiempo se tomaron fotografias para constatar la autoagregacion de los

cultivos.

Inmunofluorescencia, Microscopia de fluorescencia y confocal

Las células fueron cultivadas en cultivo liquido de 3 ml con antibiéticos para permitir que las cepas
mantengan plasmidos de expresion de GFP, empleando cepas capaces de expresar GFP. A los tiempos
establecidos las células se centrifugaron a baja velocidad (6000rpm en centrifuga de mesada), se
lavaron con PBS y se incubd por 45 min. con solucién de bloqueo (BSA 0,5mg/ml en PBS), luego se
incubd con el anticuerpo primario correspondiente a cada caso (dil 1:150 en solucion de bloqueo). Todas
las centrifugaciones posteriores se realizan a 4500 rpm para evitar romper interaccion con el anticuerpo.
Se realizaron tres lavados centrifugando y resuspendiendo en PBS. Se incub6 por 60 min. con el
anticuerpo secundario (se empled un anticuerpo comercial anti-conejo conjugado al fluoréforo Cy3 dil
1:250, Jackson ImmunoResearch). Luego se realizaron otros tres lavados con PBS y se monté en un
portaobjetos cubierto de agarosa 2% o directamente sobre el portaobjetos con Mowiol 4-88 20%

(Polysciences, Inc.) como protector de la fluorescencia (antifade). Se observé al microscopio.

Las muestras fueron observadas por microscopia de fluorescencia (Olympus BX-60) o por microscopia
confocal (Zeiss LSM 510 Pascal) utilizando lasers de excitacién de Argon (488nm) o Helio-Neo6n (543nm
0 633nm).
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Obtencién de mutantes por insercion: rapB

Los primers ForRBus y RevRBCDS fueron disefiados para amplificar un fragmento de ADN de 1321
pb, que contiene al gen rapB de R. leguminosarum y su zona rio arriba (Fig.M). El oligonucleétido RBus
Rv se diseflo para lograr secuenciar completamente el fragmento mencionado anteriormente. Los
primers RBCDS Forward y Reverse se emplearon, ademas, para amplificar un fragmento de ADN de 837

pb, que contiene al gen rapB de R. leguminosarum exclusivamente (Fig.M3).

Sall (1377)
Bglll (1327
Sall (1308)
Smal (1294)
Xmal (1292)
For RBus Rev RBCDS
Sacl (1258)

EcoRI (1153 RapB (3841)

RBus Rv /

Fig.M3: Esquema general, region amplificada de rapB con sus sitios de restriccion, zonas de
apareamiento de los oligonucleétidos utilizados.

Un fragmento de ADN de 1321 pb, conteniendo al gen rapB de R. leguminosarum y su zona rio
arriba, fue amplificado con primers especificos y clonado en el vector pPGEMT-easy. Se empled la enzima
de restriccibn EcoRI para introducir el cassette de resistencia a espectinomicina Q en medio del
amplicon. La presencia de grandes porciones de ADN (mas de 500 pb a cada lado del cassette)
incrementa las posibilidades de que haya recombinacién homdloga en estos sitios. Esta construccion fue

subclonada en el vector suicida pJQ200 generandose la construccion pFC204, la cual fue transferida por
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conjugacion a R. leguminosarum. Se obtuvieron dobles recombinantes, que incorporaron la construccion
al cromosoma.

El fragmento original de 1321 pb fue empleado en la construccién del plasmido capaz de
complementar a la mutante rapB (pFC223). Y ademas se lo utilizé para medir el efecto de la expresién

aumentada de RapB en células silvestres de R. leguminosarum

Confirmacion de la mutante rapB por PCR (R. leguminosarum)

Se utilizaron los primers internos (RBCDS Forward y Reverse) para determinar si se mantuvo una
copia silvestre del gen rapB; lo cual podria haber ocurrido por ausencia de recombinacion
(manteniéndose el genotipo silvestre) o por recombinacion simple (manteniéndose un alelo silvestre y
uno interrumpido dentro del plasmido integrado). La amplificacion de los fragmentos esperados confirma
la presencia del cassette, interrumpiendo el gen rapB de R. leguminosarum. La seleccién en medio
conteniendo sacarosa confirmé la ausencia del vector (y el evento de doble recombinacion con la pérdida

del gen silvestre).

RBCODS Fw
.O
fe Q rapg
L I ﬂ
.I
* RBCDSRY
- z000pb -
=37pb

Fig.M4: zona de apareamiento de los oligonucleétidos empleados y amplicones esperados.

Construccion de fusiones de region regulatoria y GFP

Se realizaron construcciénes génicas para evaluar la actividad promotora de las regiones rio arriba de
los genes rapA2 y pssA de R. leguminosarum. Se amplificaron tales regiones utilizando los
oligonucleotidos RA2us (Forward y Reverse) y PssAus (Forward y Reverse) (ver tabla 3). Estas regiones
fueron clonadas en el vector pRU1099 (Fig. M5) que posee un alelo inestable de GFP a continuacién del
MCS, utilizando los sitios de corte para las enzimas de restriccion BamH1 y Xbal presentes en los oligos
utilizados para amplificar RA2US. El amplicon PssAUS fue clonado en el vector pGEMT-easy y luego
subclonado en pRU1099 utilizando las enzimas Sphl y Spel. Esto permite observar en tiempo real y por

fluorescencia o microscopia la expresion de la region clonada en el MCS.
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Las construcciones fueron confirmadas mediante secuenciacion utilizando el oligonucleétido
GFPseqUS, que aparea en la hebra complementaria, en la regién 5’ dentro de la zona codificante del
gen de GFP y se usa para secuenciar fragmentos clonados rio arriba del ORF de GFP. La

direccionalidad del clonado se asegur6 mediante la inclusion de sitios de restriccion en los amplicones.

: Primer GF Psag

GnR mcs | GFPaav

mach rap

Fig.M5: esquema del vector pRU1099 y sus caracteristicas principales. Sitios
Unicos en el MCS: Hindlll, Clal, Sall, BamHI, Apal, Kpnl, Stul, Spel

Cultivo de biofilms en sistema de flujo continuo

Se utilizd el procedimiento estdndar descripto por Weiss-Nielsen y col. (2011)[31]; con

modificaciones para el cultivo de rhizobium.

De acuerdo al esquema presentado en “resultados” (Fig R). Se utiliz6 una bomba peristéltica
Watson-Marlow de 12 canales con la que se han podido alimentar hasta 4 celdas distintas de 3 canales
cada una. Se monta el sistema de acuerdo al esquema y se hace fluir H,O a méaxima velocidad para
comprobar el correcto sellado de las conexiones. Luego se esteriliza haciendo fluir Hipoclorito de Sodio
5% durante 2 horas a baja velocidad. Posteriormente se lava el sistema haciendo fluir H,O destilada
estéril durante 4 horas.

Cuando el medio a utilizar contiene fuentes de carbono hidrofébicas, se hace fluir medio estéril
durante 2-3 horas para saturar el sistema. A continuacién de procede a inocular con una jeringa estéril
de 1ml. Esto se realiza inoculando la manguera de acceso a cada canal de la celda con la cepa a
estudiar (aprox. 0.5 ml) en cantidades de DO estandarizadas. Esto se realiza con el tubo de
alimentacion estrangulado para que no haya migracion de las bacterias hacia la trampa de burbujas y el

resto del sistema. Luego de la inoculacion, el sitio de puncién se sella con goma de silicona y las celdas
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(con las mangueras aun cerradas) se colocan con el vidrio hacia abajo para permitir la adhesion de las
bacterias al mismo. Esto se mantiene asi durante 1 o0 2 horas. Luego se liberan las mangueras y se da

inicio al flujo.

El efluente es colectado en un botellon que contiene Cetyl al 2% o hipoclorito de sodio, para eliminar las

bacterias.

Las observaciones se realizan con un microscopio confocal de observacién directa con el sistema
corriendo. Segun el microorganismo, el biofilm puede tardar 24hs a 4 dias. Nuevas botellas de medio

pueden agregarse si el medio resulta insuficiente.

Al finalizar el experimento, H,O destilada se hace correr a maxima velocidad (con el botell6on de descarte

colocado) para eliminar los biofilms. El material de tubos, trampas y celdas es autoclavable.

Observacion por Microscopia electronica de barrido

Preparacion de las muestras:

Se prepararon muestras para la observacion por microscopia electronica por el método de
“secado de punto critico” (realizado en el servicio de microscopia del Museo de Ciencias Naturales
“Bernardino Rivadavia”). Para someter las muestras a secado de punto critico se incubaron cepas de R.
leguminosarum en cultivos liquidos en presencia de cubreobjetos de borosilicato durante 24 horas para
permitir la adherencia de las células al vidrio. Luego se sometieron los cubreobjetos a etapas de
deshidratacion secuencial colocandolos en soluciones con porcentaje creciente de etanol (Etanol:Agua
60%, 70%, 80%, 90% Yy etanol absoluto) durante periodos de 5 min.

Luego del secado por punto critico, se realiz6 la preparacién (metalizacién) y observacién de las
muestras en el Centro de Microscopias Avanzadas de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
(FCEN- UBA).

Preparacion de fraccién de vesiculas de membrana

A partir de 25ml de cultivos en etapa exponencial tardia (DO=0,75) en medio rico se
centrifugaron las células (9000xg durante 1 hora; rotor SS34, Centrifuga Sorvall), luego se separé el
sobrenadante y se repitié la centrifugacion para eliminar completamente células de la preparacion.
Posteriormente se filtr6 el sobrenadante de cada cepa en filtros de 0.45 m de tamafio de poro y se
ultracentrifugd el sobrenadante a 100.000xg durante 4horas. Se obtuvo el “pellet” y se resuspendid en 1
ml de “buffer” salino (PBS). Para analizar la composicion de proteinas de la muestra, se concentrd la
muestra en “speed-vac” (por vacio) hasta un volumen de 50 ul y se sembrd una alicuota en un gel de

poliacrilamida desnaturalizante.
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