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Resumen

Los 4cidos grasos monoinsaturados tienen un profundo efecto sobre las propiedades
fisicas de las membranas citoplasmaticas, entre ellas la fluidez. En este trabajo de tesis
se estudid por primera vez la composicién de acidos grasos y la biosintesis de
fosfolipidos y acido grasos de dos cepas nodulantes de mani: Rhizobium TAL 1000
(cepa de coleccidon) y L115 (cepa aislada de rizosfera de plantas de mani, de la zona
manisera de la provincia de Cérdoba). Ademas, se evalué el efecto de la hipersalinidad
y de la hipertermia sobre la composicion y la biosintesis de acidos grasos y fosfolipidos
de dichas cepas de rizobios. En ambas cepas tanto la composiciéon como la biosintesis
de AG fueron modificadas principalmente por efecto de la hipertermia. El cambio mas
importante, referido a la composicién de dcidos grasos, fue una disminucién del grado
de insaturacion de los dcidos grasos y en cuanto a la biosintesis, una disminucion de la
biosintesis de dacidos grasos monoinsaturados. En Rhizobium TAL 1000, estos cambios
podrian ser considerados como la respuesta al aumento en la fluidez de la membrana
que ocurre a los pocos minutos de ocurrido el aumento de temperatura. Ademas, la
hipertermia ocasion6 también cambios a nivel de la biosintesis de fosfolipidos en ambas
cepas rizobiales, afectando principalmente la biosintesis de fosfatidilcolina y
fosfatidiletanolamina.

La manera en que los microorganismos modifican sus acidos grasos componentes frente
a un cambio en la condiciones del medio, esta relacionada con el mecanismo de sintesis.
En este trabajo, describimos por medio de técnicas moleculares y bioquimicas la
presencia de una enzima A’ desaturasa en Rhizobium TAL 1000, que utiliza los 4cidos
grasos 16:0 y18:0 como sustratos y que su actividad es regulada por la temperatura de
crecimiento. Estudios de shock térmico, determinaron que a las 2 h del cambio de
temperatura, las células de Rhizobium TAL 1000, modifican la biosintesis de acidos
grasos monoinsaturados. La expresion del gen desaturasa no fue modificada por efecto
del shock térmico, pero si por el crecimiento a 37°C, lo que indica diferentes
mecanismos de regulacion en funcion del tiempo de exposicion de Rhizobium TAL
1000 a 37°C.
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1.1. LAS LEGUMINOSAS

Con aproximadamente 20000 especies y 750 géneros, las leguminosas
constituyen la tercera familia de plantas superiores en numero de especies y la segunda
después de las gramineas en importancia agrondémica (Gepts et al, 2005), aunque solo
una pequefia fraccion del nimero total de especies de este grupo botanico es explotado
agrondémicamente por el hombre. A pesar de esto, es un hecho ampliamente aceptado la
importancia econdmica, social, ecoldgica y agricola de las leguminosas. Este hecho, se
basa en aspectos tales como: a) la potencialidad en la produccién de proteinas
vegetales para el consumo humano y fabricacion de alimento para animales (Graham y
Vance, 2003); b) su utilizacién como pasto y forraje para el consumo animal como es el
caso de las forrajeras alfalfa, lotus y trébol (Doyle y Luckow, 2003); c) el efecto
beneficioso para el medio ambiente, al poder utilizar el nitrégeno atmosférico como
alternativa a los fertilizantes quimicos (Broughton et al, 2003); d) la capacidad para
colonizar ecosistemas naturales mejorando la fertilidad del suelo, participando en la
recuperacion de suelos marginales y permitiendo el asentamiento de otras especies
vegetales al quedar incorporado a la materia organica del suelo el nitrégeno fijado
(Vance, 1998). Algunos de estos aspectos, conducen a considerar a las leguminosas
como cultivos potencialmente importantes como sustituyentes de la proteina animal y
en la lucha contra la desertizacion (FAO 1995).

Entonces, y teniendo en cuenta el significativo incremento de la poblacion
mundial sobre todo en paises subdesarrollados, se torna importante el desarrollo de una
agricultura sostenible que permita satisfacer la demanda creciente de alimentos pero que
a la vez sea amigable con el medio ambiente. Las leguminosas adquieren asi una
importancia especial en los paises en vias de desarrollo, donde la mitad de las proteinas
consumidas provienen de su ingesta y la produccién ganadera depende casi

exclusivamente de las leguminosas forrajeras y los pastos.

1.1.a. Arachis hypogaea (mani): una leguminosa de mucha importancia en
Argentina
El mani, (Arachis hypogaea L.) es una leguminosa que provee alimentos para el

consumo humano directo y materia prima para otros productos alimenticios (Nkot et al,
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2008). Esta planta pertenece a la familia de las leguminosas y es originaria de la region
andina del noroeste de Argentina y Bolivia.

El mani se produce y se comercializa como materia prima de la industria
aceitera, mani industria (produccion de aceite y pellets de esta oleaginosa) y para
consumo humano directo como mani confiteria. El producto mas valioso de la
industrializacién del mani es el aceite, tanto por el contenido de materia grasa de la
semilla (alrededor del 40%), como por la calidad del mismo. Entre todos los aceites
comestibles, resulta ser el que mejor se cotiza luego del aceite de oliva.

La superficie sembrada y el volumen cosechado de mani muestran una
significativa variacion anual, debido a la inestable rentabilidad del cultivo frente a otros
cultivos alternativos y a la elevada incidencia del clima en el rendimiento.
Los rendimientos y la calidad del mani cosechado han aumentado, hecho que ha
favorecido su posicionamiento en el mercado internacional, ya que las exportaciones
con destino al consumo humano directo requieren un producto de alta calidad.

Las exportaciones de mani tipo confiteria han logrado posicionar a la Argentina
como el segundo exportador mundial detras de China y antes de los Estados Unidos. El
98% de la produccién argentina de mani se obtiene en la zona central de la provincia de
Cordoba, donde se concentra el cultivo, comercializacidn, seleccion del mani confiteria
e industrializacidn.

La Argentina es un importante referente en el mercado externo, en términos de
formador de precios, por los altos volimenes exportables y por la reconocida calidad
comercial del producto. Como resultado de este comercio mundial, ingresa al pais una
gran cantidad de divisas y su produccion ejerce una gran influencia en el desarrollo de
la microregion del centro sur cordobés.

El cultivo de mani es importante no s6lo por la calidad de su grano para exportar
y por la obtencion de productos derivados de él, sino también por su aporte en nitrégeno
para otros cultivos. En este sentido el nitrégeno atmosférido fijado simbidticamente por
la asociacion entre mani-rizobios representa una fuente renovable de nitrogeno para la

agricultura.
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1.2. LOS RIZOBIOS

Bajo el término general de rizobios se agrupan bacterias Gram negativas del
suelo pertenecientes a los géneros: Rhizobium, FEnsinfer (ex Sinorhizobium),
Bradyrhizobium,  Ochrobactrum,  Azorhizobium, Devosia, = Methylobacterium,
Mesorhizobium, Phyllobacterium, Herbaspirillum, Shinella , Cupriavidus y
Burkholderia, (http://www.rhizobia.co.nz/taxonomy/rhizobia.html). La mayoria de estos
géneros se afilian a la clase a-Proteobacteria excepto los géneros Herbaspirillum,
Cupriavidus y Burkholderia, que lo hacen a las B-Proteobacterias.

Una caracteristica comin de este grupo de microorganismos es inducir la
formacion de un nuevo oOrgano en las raices de las plantas leguminosas. Estas
estructuras, denominadas nodulos, son colonizadas intracelularmente por los rizobios, y
alli, estos microorganismos fijan nitrégeno atmosférico bajo un estadio de
diferenciacion particular denominado bacteroide.

La mayoria de rizobios pertenecen al subgrupo de las o Proteobacterias, las
cuales en general se caracterizan por establecer asociaciones intimas con organismos
eucariotas, ya sea como patégenos o como endosimbiontes. En los ultimos afios se
secuencidé completamente el genoma de 13 ua-Proteobacterias con diferentes estilos de
vida intracelular, comprendiendo desde parasitos pericelulares de plantas
(Agrobacterium tumefaciens) hasta patdgenos intracelulares de mamiferos (Brucella
sp.) y simbiontes de plantas (Ensinfer meliloti, Mesorhizobium loti, Bradyrhizobium
Japonicum). Estudios de gendmica comparativa entre estos géneros puso en evidencia
que el proceso evolutivo de las bacterias intracelulares que se asocian con
invertebrados, animales y humanos fue la pérdida de genes. Contrariamente, las
bacterias que se asocian con plantas evolucionaron expandiendo su genoma
principalmente debido a la transferencia horizontal de ADN, asi como también a una
alta tasa de duplicacion génica. El incremento en el nimero de genes condujo a una
gran diversidad en el contenido y organizacion de los mismos dentro del genoma de los
rizobios. Por ello la taxonomia de los rizobios debe ser revisada en forma periodica ya

que continuamente se describen nuevos géneros y se reordenan otros.
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1.2.a. La simbiosis

Como mencionamos anteriormente los rizobios son un grupo diverso de
microorganismos que pueden alternar entre dos estados: uno saprofito de vida libre en el
suelo y otro en relacion simbidtica con plantas leguminosas. La interaccion simbidtica
comienza con un intercambio de sefiales moleculares entre la leguminosa y los rizobios
de vida libre.

Las plantas secretan una gran variedad de compuestos organicos, algunos de los
cuales utilizan los microorganismos para crecer. Pueden incluir carbohidratos,
aminoacidos, acidos organicos, vitaminas y compuestos fendlicos derivados
(flavonoides). En términos de simbiosis, los flavonoides son los compuestos mds
importantes sintetizados por las raices de las leguminosas ya que inducen en los rizobios
la expresion de los genes de nodulacion. Se desencadena asi el proceso de infeccion que
culmina en la formacion del nddulo radicular dentro del cual se produce la fijacion

bioldgica del nitrogeno (FBN).

1.2.b. La fijacion biologica del nitrégeno

Los rizobios comparten la capacidad de fijar el nitrogeno atmosférico en
sustancias quimicas que pueden ser utilizadas por la planta leguminosa huésped. Esta
reaccion se lleva a cabo en los rizobios diferenciados a bacteroides dentro de los
nddulos gracias a la baja presion de oxigeno presente alli. Este Gltimo es un requisito
imprescindible para que la enzima nitrogenasa pueda catalizar dicha reaccion.

La nitrogenasa es un complejo enzimatico de dos componentes responsable del
proceso de FBN y es estructuralmente muy conservada entre las bacterias capaces de

fijar nitrégeno. Esta enzima es capaz de reducir el nitrégeno gaseoso a NH; como se

muestra en la siguiente reaccion.

se es un procsoue requiere mucha energia, debido a queel nitrégeno es un
gas inerte a temperatura y presion atmosferica. Aproximadamente 16 moléculas de
ATP son requeridas y se estima que bajo algunas circunstancias especiales los
bacteroides podrian nececitar hasta 42 moleculas de ATP para transformar una
moléecula de nitrégeno en amonio. Para conseguir estas grandes cantidades de ATP la

planta huésped le proporciona a los bacteroides carbohidratos y los bacteroides

18






devuelven a la planta, en esta estrecha simbiosis, nitrégeno en forma de amonio. Este
proceso continia hasta la muerte de la planta huésped y la liberacion del nitrégeno total
acumulado en la biomasa vegetal contribuye al ciclo del nitrégeno en el suelo.

La simbiosis rizobio-leguminosa es la principal fuente de nitrogeno en la tierra
basado en sistemas bioldgicos y aporta mas del 50% del total de la FBN en el planeta

(Zaharan, 1999).

1.3. RESPUESTA AL ESTRES

1.3.a. ;Qué es la respuesta al estrés?

Al estudiar cualquier microorganismo vivo, es importante saber como cada
especie crece y responde a ciertas condiciones presentes en su habitat natural.

Determinar como las bacterias responden a sefiales del medio ambiente o
condiciones de estrés es concluyente para comprender como viven, crecen y prosperan.
Cada bacteria posee las condiciones para que este proceso sea facil de realizar, sin
embargo con el fin de sobrevivir a una condicion estresante, la bacteria debe ser capaz
de adaptarse. Esta adaptacion es una respuesta al estrés.

En los microorganismos estan presentes dos tipos de respuestas al estrés: una
respuesta de cardcter general y otra de carécter especifico. La respuesta generalizada al
estrés es normalmente controlada por un solo tipo de regulador (Bremer y Krimer,
2000) y proporciona proteccion contra una amplia variedad de sefiales ambientales,
independientemente del estimulo inicial (Hecker et al, 1996; Hecker y Vélker, 1998).
Esta respuesta es eficaz para permitir a la célula sobrevivir, pero puede no ser suficiente
para que las células crezcan en las condiciones estresantes (Bremer y Kramer, 2000).

Bajo condiciones de estrés prolongado las células emplean respuestas
especificas, que utilizan mecanismos de adaptacion genéticos y fisioldgicos (Bremer y
Kriamer, 2000). Por lo general, existe también una relacion compleja entre los sistemas
de respuesta celular y los reguladores globales, agregando otro nivel de control a la
respuesta celular rapida y a reacciones de supervivencia a largo plazo (Hengge-Aronis,
1999). Aunque la descripcion anterior es en lineas generales lo que sucede, no todas las

respuestas se producen inmediatamente después de los estimulos estresantes. Asimismo,
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algunas respuestas a determinados estreses son inducidas tan pronto como se detecta el
estrés.

Existen diferentes condiciones ambientales que pueden ser consideradas
estreses. Dentro de estas, en el suelo hay dos grandes problemas uno es la salinidad y

otro es la temperatura.

1.3.b La salinidad y los rizebios

La mayor parte de las cepas de rizobios que nodulan leguminosas importantes en
la agricultura son susceptibles a los efectos deletéreos de la sal y la desecacion, las
cuales son, a menudo, estreses asociados (Smith 1992).

Estudios previos referidos a la capacidad de cepas de rizobios de crecer en
presencia de sales han mostrado una marcada variacién en su tolerancia salina. Algunas
cepas utilizadas en la industria de inoculantes, como Bradyrhizobium japonicum, son
inhibidas por concentraciones menores a 100 mM de NaCl (Elsheikh y Wood, 1990),
hecho que limita su uso en las practicas agricolas. Por este motivo resultan de interés los
estudios tendientes a investigar y aumentar la tolerancia a la sal de estas especies muy
sensibles, tanto en los inoculantes como en el suelo. Por el contrario, el crecimiento de
varias cepas de Ensinfer meliloti puede ocurrir a concentraciones mayores que 300 mM
NaCl (Bernard et al, 1986) y cepas de Rhizobium spp. aisladas de nddulos de plantas de
Hedysarum, Acacia, Prosopis, y Leucaena pueden tolerar hasta 500 mM NaCl (Zhang
et al, 1991).

La salinidad del suelo es el factor limitante mds relevante para la productividad
agricola (Greenway y Munns, 1980). El crecimiento de plantas importantes en la
agricultura es inhibido a una salinidad de 50 mM NaCl (Downton, 1984), lo que resulta
en una reduccién de la produccién. Bhardwaj (1975) reporté que los limites de
tolerancia a la salinidad y a la alcalinidad de Rhizobium y Bradyrhizobium spp. fueron
superiores a los de sus leguminosas hospedadoras, lo cual sugiere que la tolerancia de la
planta determina la posibilidad de una simbiosis exitosa.

En este sentido, Rai y Rai (2003) observaron una reduccion en la actividad
nitrogenasa en la asociacion simbidtica fijadora de nitrégeno Azolla pinnata-Anabaena

azollae cuando fue expuesta a concentraciones crecientes de NaCl (10, 20 y 40 mM). Se
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ha reportado que el NaCl inhibe la actividad nitrogenasa debido a que perturba el
transporte de electrones, entre otras razones (Rai et al, 2001).

Durante el crecimiento en medios hiperosmdéticos que contienen elevadas
concentraciones de solutos orgédnicos o inorganicos las bacterias desarrollan diversas
estrategias, incluyendo cambios en la regulacion de vias metabdlicas y en la morfologia
celular (Koch, 1998) y la activacion de transportes, para mantener su viabilidad frente a
las condiciones adversas que representan el estrés salino y osmoético (Wood, 1999;
Poolman et al, 2002).

Un mecanismo de adaptaciéon a cambios en la osmolaridad del medio,
extensamente estudiado en bacterias, es el que involucra la acumulacion de solutos
compatibles, los cuales le confieren proteccion frente a los efectos deletéreos de la baja
actividad de agua, manteniendo el volumen celular apropiado y protegiendo las
macromoléculas intracelulares (Le Rudulier, 1984; Csonka y Epstein, 1996). Las
bacterias son capaces de utilizar una variedad de compuestos orgdnicos como
osmoprotectores. Glicina-betaina, por ejemplo, es un soluto compatible muy comun
usado por bacterias (Boch, 1994; Csonka y Epstein, 1996). Ademas, muchas bacterias
sintetizan glicina-betaina por oxidacion de colina, la cual es un constituyente comin de
las membranas eucariotas formando parte del fosfolipido (PL) fosfatidilcolina (PC) el
que estd ampliamente distribuido en diferentes ambientes.

Boncompagni et al (1999) reportaron que los mecanismos para el transporte de
glicina-betaina y colina estdn ampliamente distribuidos entre varias especies de
referencia de Rhizobiaceae, las cuales muestran una gran variacion en su tolerancia a la
sal. De hecho, solamente B. japonicum, una de las especies de interés agronomico mas
sensibles a la sal, no posee un sistema de asimilacion de alta afinidad para el transporte
de cstas sustancias. Ademds estos autores demostraron que todas las especies de
rizobios utilizadas en su estudio, excepto B. japonicum, son capaces de utilizar glicina-
betaina y colina como tnica fuente de carbono y N para el crecimiento.

Chang et al (2007) caracterizaron la respuesta al estrés osmdtico de B.
Jjaponicum. Para ello analizaron el transcriptoma de esta bacteria luego de su exposicion
a 50 mM de NaCl. Entre 441 genes expresados diferencialmente, 269 fueron inducidos

y 172 fueron reprimidos por el tratamiento con NaCl, lo que indica la notable respuesta

21






a nivel genético que desencadena el crecimiento bacteriano en un medio con una
concentracion sub-letal de sal.

A pesar de la gran cantidad de estudios que indican la participacion de diversos
componentes de la bacteria en respuesta a las condiciones hostiles que enfrenta en el

ambiente circundante, atin existen muchos aspectos por esclarecer.

1.3.c. La temperatura y los rizobios

La temperatura elevada del suelo es un problema comin que limita la FBN en
muchos cultivos de leguminosas. Por ejemplo afecta de manera pronunciada la
infeccién bacteriana en soja (Munevar y Wollum, 1982), trébol (Possingham et al,
1965), arveja (Frings, 1976), poroto (Michiels et al, 1994) y mani (Kishinevsky et al,
1992). La temperatura critica para la FBN para el mani varia entre 35°C a 40°C, en tanto
que la maxima temperatura de viabilidad reportada para rizobios relacionados con
leguminosas como Bradyrhizobium japonicum varia entre 33,7°C a 48,7°C (Kulkami et
al, 2000). Kishinevsky et al (1992) encontraron que una temperatura constante de 37°C
en las raices de plantas de mani reduce el funcionamiento del nédulo, la FBN y el
crecimiento de la planta. Las temperaturas elevadas también pueden influir sobre la
viabilidad de los rizobios durante el almacenamiento de los inoculantes y durante la
aplicacion en el suelo. Los resultados pueden variar dependiendo de la cepa utilizada, la
severidad del estrés y el periodo por el cual la bacteria esta expuesta (Graham 1992).

En lo que respecta a este tipo de estrés, también se ha informado que la
incubacion de cultivos de E. meliloti y Rhizobium trifolii a altas temperaturas resulta en
pérdida de la capacidad de nodulacion y de la FBN (Vargas y Graham, 1988;
Zurkowski, 1982). Estudios realizados con nédulos de judia mostraron que la actividad
nitrogenasa no fue afectada con un incremento de la temperatura de 15°C a 35°C, pero
disminuy6 abruptamente por encima de los 38°C (Rainbird et al, 1983)

La temperatura csta involucrada en la sobrevivencia de los organismos durante
la desecacion a través del cambio de fase de las membranas biolégicas durante las
etapas de desecacion y rehidratacion. llevando a la pérdida de integridad de las mismas.

Ademas del factor fisico existe la respuesta fisiologica como es la produccién de

proteinas del choque por calor (HSPs, del inglés heat shock proteins) y chaperonas, o la
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acumulacion de compuestos como el disacarido trehalosa, que disminuyen la
temperatura media de transicion de la membrana (Leslie et al, 1995).

Entonces, la respuesta al choque por calor (del inglés heat shock) consiste en la
adaptacion de la célula al incremento en la temperatura del medio, y estd caracterizada
por la sobreproduccion de un conjunto de HSPs que cumplen funciones importantes
durante la sobrevivencia en condiciones de estrés (Miinchbach et al, 1999a; Miinchbach
et al, 1999b; Narberhaus et al, 1996; Nocker et al, 2001). Entre estas proteinas se
encuentran las chaperonas que cumplen un papel esencial en el plegamiento de las
proteinas (Frydman, 2001).

Rehman y Nautiyal (2002) identificaron una cepa mutante Tn5 de Rhizobium
sesbania sensible a la desecacion y a la temperatura lo que revela una base genética para
esta respuesta. En el mismo sentido, Dominguez-Ferreras et al (2006) identificaron
diversos loci de respuesta a un incremento en el estrés osmético y salino que también
estan asociados con la respuesta a la temperatura. Los genes groESLI y groESL2 fueron
reprimidos por el estrés osmético y salino, lo que puede ser explicado por una reduccion
en la sintesis de proteinas durante estas condiciones.

La resistencia a la desecacion es un resultado indirecto que surge como
consecuencia de tolerar estreses tales como el estrés osmotico, por temperatura y
tension de oxigeno (Vriezen et al, 2007).

Las envolturas celulares, entre ellas la membrana citoplasmatica, son las
primeras barreras que protegen a la célula contra diferentes estreses ambientales, y
cambios en su composicion pueden representar mecanismos adaptativos para compensar

el estrés producido por la sal y la temperatura (Correa et al, 1999).

1.4. LA ENVOLTURA CELULAR DE LAS BACTERIAS

La envoltura celular que rodea al citoplasma de las células bacterianas esta
formada por la membrana interna o citoplasmatica y la pared cclular. La membrana
interna es una membrana simétrica constituida por una bicapa fosfolipidica en la que las
regiones polares de los PL se sitian en las superficies externas de la bicapa, mientras
que las cadenas hidrofobicas de los acidos grasos (AG) se dirigen hacia el centro de la

membrana.
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En las bacterias Gram negativas la pared celular estd compuesta por una
membrana externa que rodea a una monocapa de peptidoglucano. La membrana externa
de las bacterias Gram negativas es una membrana asimétrica que contiene PL en su
monocapa interna y lipopolisacaridos en su monocapa externa. Entre la membrana
interna y externa se encuentra un espacio llamado periplasma en el que se localiza la
monocapa de peptidoglucano, un polimero que mantiene la rigidez y la morfologia de la

bacteria (Fig.1).
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Figura 1. Esquema de la envoltura celular de bacterias Gram negativas. Kdo: acido 3-
desoxi-D-mano-2-octulosénico. PPEtn: fosfoetanolamina (Raetz y Whitfield, 2002).

1.5. LA MEMBRANA INTERNA BACTERIANA
1.5.a. Estructura y composicion

La membrana interna de las bacterias Gram negativas es similar a la membrana
citoplasmatica de las células eucariotas, estd formada por una bicapa lamelar de PL y
por diferentes tipos de proteinas que se intercalan en ella. En esta estructura las cadenas
de AG se sitian hacia el interior de la bicapa y los grupos cabeza de los PL hacia el
exterior hidrofilico, accesibles para la hidrataciéon (Fig.2).

La bicapa lipidica forma una barrera que previene el movimiento descontrolado
de moléculas polares y permite la acumulacion de metabolitos y proteinas en el interior

celular. Los lipidos ademas forman una matriz adecuada para el funcionamiento
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correcto de las proteinas de membrana asociadas a funciones bioenergéticas y de
biosintesis. La composicion de lipidos de la membrana determina la permeabilidad y las

propiedades de barrera, lo que influye en la topologia de la misma.
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Fosfolipidos

Figura 2. Representacion esquematica de la membrana interna de una bacteria Gram

negativa.

Proteinas

El modelo de membrana de mosaico fluido representa a las proteinas de
membrana flotando libremente en la bicapa lipidica. El contenido proteico de la mayoria
de las membranas contiene moléculas de proteina separadas una de otras por 3 o 4
moléculas de PL.

Dependiendo de su localizacion en la membrana interna, se pueden distinguir
tres tipos de proteinas de membrana: a) proteinas integrales de membrana, con uno o
mas segmentos transmembrana; b) proteinas que se anclan a la membrana a través de un
dominio transmembrana y presentan dominios que se expanden por el periplasma de la
célula y c) proteinas que se asocian sélo transitoriamente a la membrana interna
(periféricas). Las proteinas de membrana se asocian formando estructuras de forma que
sus dominios hidrofobicos se encuentran en contacto con la membrana y los dominios

hidrofilicos hacia el interior de la proteina.
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Fosfolipidos

Los glicerofosfolipidos (PL) son lipidos que estan formados por un esqueleto de
glicerol, esterificado en el carbono 1 y 2 con dos cadenas de AG y unido a un grupo
polar por enlace fosfodiéster en el carbono 3. Todos los PL son derivados del acido
fosfatidico y se nombran seglin sus grupos cabeza polares. Todos tienen una carga
negativa sobre el grupo fosfato a pH 7, el grupo cabeza también puede aportar una o
mas cargas a pH préximo a 7. Los PL de la membrana externa se localizan sélo en su
monocapa interna y representan aproximadamente un tercio de los PL totales de la
envoltura celular. Los PL mayoritarios presentes en la membrana interna de bacterias
Gram negativas como por ejemplo Escherichia coli son fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilglicerol (PG) y cardiolipina (CL). Los rizobios a diferencia de E. coli, pueden
sintetizar cantidades importantes de fosfatidilcolina (PC) (Lopez Lara y Geiger, 2001)
al igual que Psedomonas aeruginosa (Albelo y Domenech, 1997).

Dependiendo del tamarfio del grupo cabeza polar, los PL tienden a formar
membranas del tipo bicapa o no bicapa. Generalmente PE forma membranas con
estructuras de no bicapa, mientras que PC forma membranas con estructuras de bicapa.
Cambios en las relaciones entre estos tipos de lipidos pueden alterar la forma total de la
membrana (Dowhan, 1997).

Los AG componentes de los PL pueden ser saturados e insaturados. En las
membranas de rizobios los AG saturados mds importantes son acido hexadecanoico o
palmitico (16:0) y acido octadecanoico o estearico (18:0) y dentro de los insaturados el
mas importante es el acido cis 11-ocadecenoico o cis-vaccénico (18:1A”) (Boumahdi et
al, 1999; Tigue et al, 2000; Drouin et al, 2000), (Fig.3). En algunos géneros como
Rhizobium los AG insaturados en conformacién cis sufren modificaciones post-
sintéticas dando lugar a la formacién de AG muy particulares denominados ciclos. En
los rizobios el AG ciclico mas encontrado es el 19:0 ciclopropano, formado a partir del
AG 18:1A". La presencia de estos AG es dependiente de la fase de crecimiento, siendo

mas abundantes en fase estacionaria.
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Figura 3. Estructura de los principales dcidos grasos presentes en los rizobios.

1.5.b. Funciones de la membrana interna

La membrana tiene multiples funciones celulares importantes: contiene
centenares de proteinas diferentes, diversos transportadores de nutrientes y productos
metabdlicos, asi como muchas enzimas que intervienen en el metabolismo energético,
en el trafico de proteinas, la translocacién de macromoléculas de la pared celular, la
sefializacion transmembrana, la homeostasis y la division celular entre otras. Por tltimo
una de las funciones mas importantes que lleva a cabo la membrana interna es la sintesis

de lipidos.
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1.6. SINTESIS DE LIPIDOS DE MEMBRANA EN BACTERIAS

Las enzimas responsables de la sintesis de lipidos se encuentran distribuidas
entre el citosol y la membrana interna. Las enzimas de la sintesis de AG y la glicerol-3-
fosfato (G3P) sintasa son citosdlicas, mientras que las que se encargan de la sintesis de
PL se localizan en la membrana interna Por lo tanto, la sintesis de lipidos se puede
dividir en dos partes: a) la sintesis de AG (FAS: del inglés Fatty Acid Synthesis) y b) la
unién de los AG completos a la molécula de G3P seguido de la adicién de los grupos

cabeza polares para producir los PL celulares mayoritarios.

1.6.a Sintesis de fosfolipidos en bacterias

Los PL de la membrana interna son sintetizados mayoritariamente por proteinas
integrales de la membrana, que presentan sus dominios cataliticos en el citoplasma, o
bien mediante proteinas asociadas a membrana (Cronan Jr. y Rock, 1996), utilizando
como molécula precursora el acido fosfatidico (Huijbregts et al, 2000). Los PL son
esenciales para la integridad y las funciones de las membranas bacterianas y
modificaciones de los PL estan involucradas en la adaptacion de las bacterias.

Aunque la mayoria de las especies de rizobios contienen los PL encontrados en
E. coli, como fosfatidiletanolamina, tienen ademas la capacidad de sintetizar algunos
otros PL. Por ejemplo, Bradirhizobium SEMIA 6144 y Rhizobium TAL 1000 contienen
fosfatidilcolina como uno de los principales PL componentes de sus membranas
(Medeot et al, 2007; Paulucci et al, 2011).

Los PL estdn compuestos de una molécula de glicerol-3-fosfato (G3P), cuyo
esqueleto de glicerol se esterifica con dos AG. Los AG sustratos son los acil-ACPs
productos de la ruta biosintética de éstos. L.os AG se transfieren al G3P en dos
reacciones sucesivas. La primera enzima (G3P aciltransferasa) transfierc los AG a la
posiciéon 1 del esqueleto de glicerol y la segunda enzima (1-acil-glicerofosfato
aciltransferasa) esterifica la posicion 2 con un segundo AG. La distribucion asimétrica
de los AG entre las posiciones 1 y 2 esta controlada en parte por la especificidad de la
cadena acilo de las acil transferasas. La molécula resultante de la doble acilaciéon de
G3P es el 4cido fosfatidico. El 4cido fosfatidico se convierte a CDP-diacilglicerol por la
CDP-diacilglicerol sintasa y éste sirve como un intermediario en la biosintesis de todos

los PL de membrana.
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Biosintesis de fosfatidiletanolamina (PE)

El primer paso en la sintesis de PE es la condensacion de CDP-diacilglicerol con
serina para formar fosfatidilserina (PS), una reaccién catalizada por la PS sintasa
(codificada por el gen pss4) (Kanfer y Kennedy, 1964) (Fig.4). Esta enzima se
encuentra en la fraccion de membrana interna como el resto de las enzimas de la sintesis
de PL. La PS es un componente minoritario en la membrana de E. coli ya que es
rapidamente transformada a PE por la PS descarboxilasa (codificada por el gen psd).
Biosintesis de fosfatidilglicerol (PG)

El primer paso en la sintesis de PG es la condensacion de CDP-diacilglicerol con
glicerol-3-fosfato (G3P) para formar fosfatidilglicerol fosfato (PGP) reaccion llevada a
cabo por la PGP sintasa (codificada por pgsA4). La reaccion es anéloga a la sintesis de
PS y se libera CMP (Fig.4) (Chang y Kennedy, 1967). El segundo paso en la sintesis de
PG es la desfosforilacion de PGP catalizada por la PGP fosfatasa (Fig.4). Icho y Raetz,
(1983) aislaron dos genes independientes en E. coli, pgpA y pgpB, que codifican PGP
fosfatasas.

Biosintesis de cardiolipina (CL)

La CL se produce por la condensacion de dos moléculas de PG, por lo que
también se conoce como difosfatidilglicerol (Fig.4). Su estructura es unica entre los PL
de membrana ya que posee cuatro cadenas acilo y dos grupos fosfato.

Biosintesis de fosfatidilcolina (PC)

PC, PL mas abundante en las membranas de los eucariotas, también ha sido
encontrado en rizobios como se menciond anteriormente (Lopez Lara y Geiger, 2001).
Durante mucho tiempo se pensd que las bacterias que poseen PC son aquellas que se
encuentran en asociacion con algin organismo eucaridtico (Goldfine, 1982). Este PL ha
sido encontrado en miembros de la familia Bradyrhizobiaceae, tales como
Bradyrhizobium japonicum (Minder et al, 2001) y Bradyrhizobium SEMIA 6144
(Medeot et al, 2007).

En organismos eucariotas PC puede ser sintetizada por dos vias alternativas: la
via CDP-colina o la via de metilacion (Kent, 1995). En la via CDP-colina, también
conocida como via de Kennedy, la colina libre es convertida en PC via los
intermediarios colina fosfato y CDP-colina a través de acciones secuenciales de las

enzimas colina quinasa, CTP (fosfocolina citidililtransferasa) y CDP-colina (1,2-
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diacilglicerol colinafosfotransferasa). En la ruta de metilacion, PC se forma por tres
metilaciones sucesivas de PE a través de los intermediarios MMPE y DMPE, usando el
dador de metilos S-adenosilmetionina y la enzima fosfolipido N-metiltransferasa (Pmt).
En procariotas se creia que la via de metilacion (Fig.5), era la inica responsable
de la sintesis de PC (Rock et al, 1996). Sin embargo existe una segunda via de
biosintesis de para este PL: la de la fosfatidilcolina sintasa (Pcs) (Fig. 5), que parece ser
exclusiva de bacterias (de Rudder et al, 1997, 1999; Sohlenkamp et al, 2000). En esta
ultima, colina se condensa directamente con CDP-diacilglicerol para formar PC y CMP
en una reaccion catalizada por Pcs. La existencia de esta via ha sido propuesta para un
importante nimero de bacterias (Sohlenkamp et al, 2000; Lopez-Lara y Geiger, 2001;
Lopez-Lara et al, 2003) y existen evidencias que la misma se encuentra en
Pseudomonas aeruginosa (Wilderman et al, 2002) y en Agrobacterium (Karnezis et al,

2002).
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Figura 5. Esquema de las dos vias de biosintesis de fosfatidilcolina descriptas en
bacterias (Martinez-Morales et al, 2003).
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1.6.b. Sintesis de acidos grasos en bacterias

Para la sintesis de novo de AG los organismos utilizan enzimas denominadas
sintetasas de AG (FASasa). Hay dos tipos de FASasa: [ y II. La FASasa tipo I esta
constituida por complejos proteicos multifuncionales que catalizan distintas reacciones
usando diferentes dominios o distintas cadenas polipeptidicas. Por el contrario, al tipo
II, lo constituye un sistema de enzimas no agregadas, cada una de las cuales cataliza
cada paso de la sintesis (Campbell y Cronan Jr, 2001). La FASasa tipo I es tipica de
aves, mamiferos y levaduras, mientras que la tipo II es comun de bacterias y plantas.

El mecanismo de sintesis de AG en bacterias esta dividido en dos etapas: i)
iniciacion y ii) elongacién. En los pasos iniciales de la biosintesis de AG se sintetiza, a
partir de su precursor acetil-CoA, el primer intermediario importante, acetoacetil-ACP.
Hay varios caminos alternativos por los que se puede formar este intermediario a partir
de acetil-CoA, los cuales implican algunas combinaciones de los intermediarios
malonil-CoA, malonil-ACP y acetil-ACP. Estas primeras reacciones de la sintesis de
AG pueden utilizar tanto una proteina pequefia y soluble a la que los intermediarios
acilos se unen a través de un enlace tioéster con el grupo prostético, ACP (del inglés:
Acyl Carrier Protein) como la coenzima A (CoA) para activar a los intermediarios de la
biosintesis.

En la fase de iniciacidn, el acetil-CoA se transforma en malonil-CoA por la
acetil-CoA carboxilasa (ACC dependiente de ATP).

ﬁ 1
ATP + Co;\/\ + HCO, + HY =—® CoA ot fosfato + ADP

*—
acetil-CoA malonil-CoA

El malonil-CoA pasa a malonil-ACP gracias a la malonil-CoA:ACP transacilasa

(MTA), codificada por fabD.
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o) 0

o o
ACP + CoA)\/k()H — M t CoA

—2= ACP OH
malonil-CoA malonil-ACP

Durante la fase de elongacion, la B-cetoacil-ACP sintasa III o KAS III
(codificada por fabH) cataliza la condensacion de malonil-ACP con acetil-CoA en la

primera ronda de elongacién, dando lugar a acetoacetil-ACP.

t] o] 0] 0

H Q
COA/\ + ACP/“\/l\OH B ACP/H\)K + CoA + C02
acetil-CoA malonil-ACP acetoacetil-ACP

En sucesivas rondas de elongacion el producto en formacion (acil-ACP) se
condensa con malonil-ACP para formar B-cetoacil-ACP. Esta reaccion esta catalizada
bien por la B-cetoacil-ACP sintasa I o KAS I (codificada por fabB) o bien por la B-
cetoacil-ACP sintasa 1l o0 KAS II (codificada por fabF).

0 (R
ACP’!“B + ACPUOH e ACP + ACP/'\/LR +COy

acil-ACP malonil-ACP B-cetoacil-ACP

El B-cetoacil-ACP sufre de forma consecutiva reduccion (FabG o B-cetoacil-
ACP reductasa), deshidratacion (FabZ o B-hidroxiacil-ACP dehidratasa y FabA o B-
hidroxidecanoil-ACP dehidratasa), y de nuevo reduccion (Fabl o enoil-ACP reductasa)
para completar una ronda de la cadena de elongacion, dando lugar a acil-ACPs
saturados. Un esquema detallado de la sintesis de acidos grasos se muestra en la figura
6. Finalmente se forman asi los principales AG saturados de bacterias, 16:0 y 18:0 quc

luego seran utilizados en la biosintesis de PL..

34






O 0]
It

il
O s O-C-R PisC 9 O-C-R
HO S HO —> R-C-O
\ 0O / Sintesis de Fosfolipidos
i
NAD* R_C-_S-ACP B Malonil-ACP
Acil-ACP 9 (">
Fabl FabB -O-C-CHZ-C-S-ACP
16:0 18:0
O
FabH i
CH3-C-S-COA
(ll) C") C") % Acetil-CoA
R-CH=CH-C~-S-ACP R-C-CH 2-C-S-ACP
Trans -2 enoil-ACP B- cetogcil-ACP

v

I} il
-l - - ..S..
H,0 FabA CHg-C-CHy-C-S-ACP

FabZ Acetoacetil-ACP

OH O NADPH + H*

1 1}
R-CH-CH5-C-S-ACP
B- hidroxiacil-ACP NADP*

Figura 6. Esquema de la sintesis de acidos grasos en bacterias. Con un recuadro rojo se
indica el producto final del ciclo de sintesis.
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En a y y Proteobacterias, la sintesis de AG saturados e insaturados esta
conectada por la ruta biosintética de AG insaturados anaerdbica (Fig.7). Los AG
insaturados se producen por una isomerizacion del doble enlace trans-2 a un doble
enlace cis-3 en la etapa de 10 carbonos de la sintesis. Esta isomerizacion es catalizada
por la enzima FabA con su funcion trans-2-decenoil-ACP isomerasa. El producto cis-3
se condensa con malonil-ACP (mediante KAS [) para formar p-cetoacil-ACP,
basicamente saltandose ¢l paso de la enoil-ACP reductasa (Fabl) y manteniendo asi el
doble enlace.

En subsecuentes rondas de elongacion, la cadena acilo se extiende hasta el

producto de longitud total, generalmente 16:1A9y 18:1AM (Fig.7).
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Figura 7. Esquema de la sintesis de los principales icidos grasos insaturados en
bacterias, mediante la via anaerdbica.
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Ademas de esta ruta de sintesis algunos microorganismos poseen otra via para
sintetizar sus AG insaturados, la cual es cominmente denominada aerdbica. La misma
utiliza enzimas denominadas desaturasas para introducir dobles ligaduras en AG

preformados.

1.7. ENZIMAS DESATURASAS

Las enzimas desaturasas catalizan reacciones de deshidrogenacion dentro de la
cadena carbonada de los AG, lo que resulta en la formacién de una doble ligadura
(Fig.8). Para llevar a cabo la reaccion las enzimas desaturasas reclutan y activan el
oxigeno molecular en el sitio activo asociado a atomos de hierro. En la reaccidn, se
introducen dobles enlaces dentro del AG, removiendo hidrogenos, a la vez que una
molécula de O, se reduce completamente a H,O, (Fox et al, 1993). Este paso demanda
gran cantidad de energia, un donador especifico de electrones y una cadena

transportadora de electrones.

R

28+ 0,+ 2H"
2H,0

\/\/\/\_,/\/\/\/Y

0

Figura 8. Esquema de una desaturacion de AG. En el caso de una acil-CoA desaturasa,
R sera una molécula de CoA, mientras que para una acil-lipido desaturasa, R sera un
lipido.

Existen dos clases de desaturasas, las que han evolucionado de forma
independiente (Shanklin y Somerville, 1991): las de caracter soluble y las asociadas a
membranas. Las desaturasas solubles son acil-ACP desaturasas y se encuentran
principalmente en los cloroplastos de las plantas superiores. Las desaturasas integrales
de membrana son las que estin mas ampliamente distribuidas entrc los organismos,

encontrandose tanto en procariotas como eucariotas (Shanklin y Cahoon, 1998). Las
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desaturasas de membrana pueden a su vez ser clasificadas en dos grupos dependiendo
del sustrato que utilicen. Las acil-CoA desaturasas: utilizan como sustrato el AG unido
a la CoA, mientras que las acil-lipido desaturasas: utilizan como sustrato un AG que
forman parte de la molécula de un lipido.

Las desaturasas muestran diferentes motivos consenso, la clase soluble tiene un
motivo consenso formado por ligandos de carboxilato e histidina que coordinan un sitio
activo unido a dos atomos de hierro (Lindquist et al, 1996). La clase integral de
membrana contiene un motivo consenso (Fig.9) para el sitio activo formado por tres
regiones ricas en histidinas que estdn involucradas en la unién a un atomo de hierro
(Shanklin et al, 1994). Este grupo de 8 de histidinas conservadas, comprende un motivo
tripartito, HxxxxH, HxxHH, y HxxHH, el cual ha sido identificado en todas las
desaturasas de membranas.

Lamentablemente, la informacion acerca de las especificidades de sustrato,
regio-selectividades y la estructura de las desaturasas de membrana es escasa, debido a
las limitaciones técnicas en la obtencion de grandes cantidades de formas activas de
estas enzimas.

Hasta el momento sélo se han obtenido las estructuras cristalinas de dos enzimas
desaturasas solubles, pertenecientes a las plantas Ricinus communis y Hedera hélix

(Whittle et al, 2005; Guy et al, 2007).
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c/

Motivos histidina consenso Atomo de hierro

Hélices transmembrana

Figura 9. Esquema de una desaturasa de 4cidos grasos integral de membrana, con sus
tres dominios histidina caracteristicos, unidos al dtomo de hierro formando el sitio
catalitico.

La regio-selectividad de las enzimas desaturasas es un término que hace

referencia a la posicion de la doble ligadura que es introducida por la enzima dentro de
la cadena de AG. De esta forma las desaturasa son comiinmente nombradas en base a su
regio-selectividad, por ejemplo el nombre delta (A) 9 desaturasa, indica que la doble
ligadura que introduce esta enzima se localiza en el carbono nueve contando desde el

grupo carboxilo de la cadena del AG que utilice como sustrato.

1.7.a. Enzimas desaturasas en bacterias

El sistema de desaturacion mas conocido y estudiado en bacterias es el que
pertenece a la bacteria Gram positiva Bacillus subtilis y que fue descripto por Aguilar et
al (1998). Este microorganismo posee un unico gen desaturasa, el cual codifica para una
acil-lipido desaturasa (Altabe et al, 2003), capaz de introducir una doble ligadura en la
posiciéon A’ del AG 16:0, unido a glicerolipidos. La enzima desaturasa de B. subtilis es
una proteina de membrana, con seis hélices transmembrana, un dominio asociado a
membrana el cual parece estar fuertemente relacionado al sitio de unién del sustrato y el
cldsico motivo consenso de tres regiones ricas en histidina.

La cianobacteria, Synechocystis sp. PCC contiene cuatro acil-lipido desaturasas
(Los y Murata, 2004). DesA introduce la doble ligadura en la posicion A", DesB en la
posicion A'® y DesC en la posicion A°. Este sistema de desaturasas de Synechocystis. sp
es capaz de formar AG poliinsaturados ya que el AG formado por una enzima es

utilizado por otra desaturasa obteniéndose finalmente AG con mdas de una doble
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ligadura. A diferencia de Symechocystis sp. PCC, la bacteria Synechococcus sp.
contiene solo una A® desaturasa, que produce AG emonoinsaturados exclusivamente.

En Pseudomona aeruginosa, se han descripto hasta el momento, dos rutas
aerébicas de sintesis de AG insaturados, que se complementan con la via anaerdbica
(dependiente de la FASasa tipo II) y que incluyen dos desaturasas de AG (Zhu et al,
2006). Estas dos rutas aerdbicas proporcionan un mecanismo que modifica los AG de
los PL ya existentes. La primera de las rutas incluye a DesA que introduce una doble
ligadura en la posicién A’ de las cadenas acilo ubicadas en el carbono 2 de la molécula
de glicerol de los PL (acil-lipido desaturasa), generando principalmente PE y PG
insaturados. La actividad de DesA es controlada por las propiedades biofisicas de la
membrana plasmatica. La segunda via aerobica implica la accion de DesB que puede
desaturar 18:0 y 16:0 exdégeno (acil-CoA desaturasa) generando sus productos 18:1A% y
16:1A° respectivamente. El anlisis de la secuencia de aminoécidos de ambas enzimas
desaturasas, revelo el tipico motivo consenso de histidinas.

Recientemente se ha comprobado la funcién de la enzima A’ desaturasa en las
bacterias Gram negativas, Psychrobacter urativorans y Pseudoalteromonas sp. MLY15
por expresion heterdloga en E. coli. Ambas enzimas fueron capaces de desaturar tanto
18:0 como 16:0 a 18:1A° y 16:1A°, respectivamente (Li et al, 2008, 2009) y mostraron
ademas el clasico motivo de tres regiones ricas en histidina tipico de las desaturasas de

membrana.

1.8. EFECTOS DEL ESTRES SOBRE LOS COMPONENTES DE MEMBRANA

La fluidez de la membrana es un parametro muy importante en la homeostasis
global de la célula. Las células se adaptan a los cstimulos externos alterando la
composicion de los lipidos de forma que la fluidez de la bicapa permanezca
relativamente constante mediante un proceso denominado “adaptacion homeoviscosa”
(Sinesky, 1974).

Si tenemos en cuenta que la membrana bacteriana es la primera diana de muchos
de los estreses naturales (por ejemplo desecacion, cambios de temperatura, presencia de
toxicos organicos, etc) comprenderemos que el estudio de las alteraciones que se
producen en los distintos componentes de la misma, en respuesta a estreses ambientales,

es fundamental para el entendimiento de la fisiologia bacteriana. Los mecanismos de
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adaptacion estudiados hasta el momento y que implican la modificacion de los
componentes de los PL pueden incluir: ) cambios en el grado de insaturacion de los
AG, II) formaciéon de AG ciclopropanos, III) isomerizacion de cis a trans de los AG
insaturados y IV) modificacién de los grupos cabeza de los PL (Hartig et al, 2005).

Por ejemplo bajas temperaturas provocan una disminucién en la fluidez de las
membranas (Fig.10), las células responden por lo general con un incremento en la
proporcién de AG insaturados, una disminucién de la longitud de las cadenas acilo y un
incremento en la ramificacion de los AG, todos estos cambios pueden ocurrir por
separado o en forma combinada para contrarrestar el cambio en la fluidez de la
membrana (Russell, 1984). Lo contrario a esto ultimo ocurre cuando las células se
exponen a elevadas temperaturas.

El efecto de la temperatura de crecimiento en la composicion de AG de
Dictyostelium ha sido analizado por Saito et al, (2005), quienes reportaron que las
cantidades del AG 16:2A> y 18:2A>!", disminuyen con el incremento de la
temperatura. Ademas, un estudio realizado en Lactobacillus helveticus demostrd que
elevadas temperaturas de crecimiento resultan en una disminuciéon del grado de
insaturacion de los AG (Guerzoni et al, 2001).

Elevadas concentraciones de sal en el medio también inducen cambios en los
AG componentes de las bacterias, esta condiciéon provoca lo que se conoce como
rigidizacién de la membrana plasmdtica o disminucién en la fluidez de la misma
(Fig.10). La respuesta adaptativa mas conocida en relacion a esto es un marcado
decrecimiento de la relacion AG insaturados y saturados (U/S), debido a una
disminucién de los AG insaturados (Chihib et al, 2005).

Aumento de isomeros frans en respuesta a calor, disolventes organicos y otros
estreses ha sido informado para diferentes especies de Pseudomonas como uno de los
principales mecanismos de adaptacion (Ramos et al, 1997; Junker y Ramos, 1999;
Heipieper et al, 2003).

El perfil de AG ha sido utilizado con fines quimiotaxondmicos, en diferentes
familias de rizobios (Tighe et al, 2000) y poco se conoce de su participacién en la
respuesta al estrés. Ademas de los efectos sobre la composicién de AG debidos a la

fase de crecimiento (Boumahdi et al 1999-2001) y bajas temperaturas (Théberge et al,
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1996; Drouin et al, 2000), no existe informacion de la respuesta de los rizobios a
elevadas temperaturas de crecimiento y salinidad.

Drouin et al (2000), informaron cambios en el patron de AG cuando Rhizobium
leguminosarum fue sometido a bajas temperaturas de crecimiento. La respuesta del
microorganismo fue un marcado incremento en las cantidades del AG insaturado
18:1A" y como consecuencia un incremento en la relacion U/S.

Los cambios en la composicion de AG frente a estreses ambientales han sido
muy bien descriptos para varios organismos (Suutari y Laakso, 1994). Sin embargo la
regulacion de las rutas biosintéticas de AG ha sido mucho menos estudiada. Si
hablamos particularmente de los cambios producidos en la composiciéon de AG por la
temperatura de crecimiento, esto parece depender del mecanismo de sintesis de AG
monoinsaturados que el organismo utilice (Keweloh y Heipieper, 1996).

Al contrario del papel bien definido de los AG componentes de los PL para
varios organismos, en la respuesta a estimulos ambientales, existe muy poca
informacion sobre la funcion fisioldgica de los grupos cabeza, tanto en condiciones
normales como de estrés. Cambios en los PL han sido reportados en respuesta a estreses
ambientales tales como el producido por la temperatura en microorganismos
psychrophilicos y thermophilicos, (Russell, 1992) y por la sal en el hal6fito moderado,
Vibrio costicola (Russell et al, 2002) y en la levadura marina, Debaryomyces hansenii
(Turk et al, 2007).

Se ha demostrado que el crecimiento en presencia de altas concentraciones de
NaCl resulta en la alteracion de la composicion de la cabeza polar de los PL y en la
composicion de AG tanto de bacterias Gram negativas como Gram positivas (Kancmasa
et al, 1972; Hanna et al, 1984). Tales cambios en la composicidn lipidica bacteriana en
respuesta a altas concentraciones de NaCl pueden resultar entonces en membranas con
sus caracteristicas fisicas alteradas (Miller, 1986).

Se ha informado que en condiciones de baja presidn de oxigeno, sc produce un
incremento en las cantidades de PE y PG y también una disminucidn en la cantidad de
PC en Bradyrhizobium japonicum (Tang y Hollingsworth, 1998).

A concentraciones limitantes de fosfato, algunas bacterias del suelo reemplazan
cuantitativamente los PL por lipidos de membrana que no contienen fésforo. Tal es el

caso de Ensinfer meliloti, capaz de formar nodulos fijadores de nitrogeno en alfalfa,
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donde se ha demostrado que produce sulfolipidos, lipidos que contienen ornitina y
trimetilhomoserina diglicérido cuando crece en medios con limitacién de fosfatos
(Geiger et al, 1999).

Estudios realizados por nuestro grupo de trabajo (Medeot et al, 2007), revelaron
significativos cambios en las cantidades de PC en Bradyrhizobium SEMIA 6144
(nodulante de mani), por efecto de la temperatura de crecimiento y la salinidad,

indicando un importante rol de este PL en la adaptacion al estrés.

Temperatura 6ptima
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Fluidificacion de la membrana Rigidizacion de la membrana

Figura 10. Representacion esquematica de los cambios en la estructura de la membrana
y en el comportamiento de la bicapa lipidica bajo condiciones de estrés por temperatura
y salinidad. Las bajas temperaturas ocasionan la rigidizacion de las membranas mientras
que las altas temperaturas causan su fluidificaciéon (Los y Murata, 2004).
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1.8.a. Papel de las desaturasas bacterianas en la adaptacion a cambios de
temperatura

La biosintesis de novo de AG es modificada por las sefiales ambientales para
producir cadenas acilo con diferentes propiedades que son requeridas para optimizar las
funciones de la membrana. Sin embargo, las bacterias estin expuestas a cambios
abruptos de temperatura, que requieren la modificacién inmediata de las cadenas acilo
de los PL para optimizar el crecimiento en esas nuevas condiciones.

Las desaturasas que son enzimas claves en el metabolismo de AG requeridas
para regular las propiedades fisicas y quimicas de las membranas, modifican su
actividad en respuesta a cambios en las condiciones ambientales. Un sistema bien
estudiado donde estas enzimas participan, es el sistema de regulacion de la fluidez de la
membrana descripto en B. subtilis expuesto a bajas temperaturas (Aguilar et al, 2001).

Un detallado anélisis transcripcional realizado por este autor, demostré que la
expresion del gen Des de B. subtilis es fuertemente regulada por frio (cold- shock).
Mientras que la transcripcion del gen Des apenas se detecta a 37°C, la produccion del
ARNm es fuertemente aumentada por el cambio de temperatura de 37°C a 25°C. El
aumento en los niveles de expresion del gen Des en B. subtilis a bajas temperaturas, se
traduce en un aumento del AG insaturado producido (16:1A5), lo que provoca un
aumento en la fluidez de la membrana para contrarrestar el cambio provocado por la
disminucion de la temperatura.

En B. subtilis la regulacion de la expresion del gen Des esta controlada por un
sistema de dos componentes (Fig.11). DesK es una proteina de membrana que actua
como un sensor de temperatura con un dominio histidina kinasa el cual es capaz de
autofosforilarse y transferir luego el grupo fosfato al regulador de respuesta presente en
el citoplasma, DesR. Una vez que el regulador de respuesta se encuentra fosforilado
puede unirse al sitio promotor del gen Des para permitir la expresion del mismo. En B.
subtilis creciendo a 37°C (Fig. 11A), DesK se encuentra conformacionalmente inactivo
y el dominio histina kinasa es incapaz de autofosforilarse, por lo tanto el regulador de
respuesta DesR no podra ser fosforilado para unirse al promotor del gen Des para
permitir su expresién. Todo lo contrario ocurre cuando las células son transferidas a

20°C (Fig. 11B), permitiéndose asi la expresion del gen Des. Este es un ejemplo claro






de transduccion de sefiales, en donde la membrana y sus componentes cumplen un papel

fundamental en la adaptacion bacteriana al estrés.

37°C
A SMM + ABFP
DesK

Eds ¢ desK desR

R s ]

desKR mRNA

B 25°C

W[’ des o desK desR
| |

des mRNA desKR mRNA

Figura 11. Esquema del control de la fluidez de la membrana en Bacillus subtilis
expuesto a un cambio dc temperatura por medio de un sistema de dos componentes. A:
a 37°C no hay expresion del gen Des, un disminucion en la temperatura hasta 20°C (B)
provoca la expresion del gen y un aumento del transcripto primario (Mansilla et al,
2004).
1.9. TOPOLOGIA DE MEMBRANA Y METODOS DE ESTUDIO

Una aproximacion que sc utiliza para abordar estudios a nivel de membranas es
el empleo de sondas fluorescentes que no se unen de forma especifica a un PL concreto
pero que mimetizan a los lipidos de forma que se insertan en las membranas sin variar

su estructura y nos dan informacion muy valiosa sobre la topologia global de las

mismas. Estas sondas emiten fluorescencia cuando estan inmersas en el ambiente
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hidrofébico de la membrana y no cuando se encuentran en ambientes acuosos; tienen la
capacidad de emitir luz polarizada con una determinada longitud de onda diferente a la
longitud de onda con que fueron excitadas. El movimiento rotacional de la sonda que
depende del estado de la membrana, puede ser medido determinando la despolarizacion
de la luz de excitacion. La insercion de estas sondas en la membrana de una bacteria no
requiere ninglin pretratamiento de las células y esto es una enorme ventaja durante el
analisis.

La mayoria de las investigaciones sobre membranas citoplasmaticas bacterianas
han sido desarrolladas utilizando la sonda DPH (1,6-diphenyl-1, 3, 5-hexatrieno) para
determinar la fluidez de la membrana. Esta sonda se inserta en el corazon de la bicapa y
se alinea con las cadenas acilo de los PL (Trevors, 2003).

La relacion entre el nivel de polarizacién de la sonda y la fluidez de la
membrana es inversa. En una membrana en estado de gel la sonda no puede rotar
libremente debido a que existen muchas interacciones entre las cadenas acilo. En la
membrana liquido-cristalina las interacciones son reducidas, permitiendo mayor
movimiento de las cadenas acilo y con ello mayor rotacién de la sonda insertada alli.
Cuando la luz polarizada excita una sonda insertada en una membrana fluida, la luz se
emite en todas las direcciones ya que la sonda es capaz de rotar libremente. En una
membrana en estado de gel, la luz excitada que llega a la sonda retiene su polarizacion
ya que la sonda no puede rotar y por lo tanto esta luz retenida puede ser remitida y
medida.

Este tipo de metodologia puede ser utilizada para monitorear los cambios de la
fluidez de la membrana plasmatica frente a diferentes condiciones ambientales,
(Mykytczuk et al, 2007). Esta técnica ha sido utilizada en muchos trabajos para
determinar el efecto de una condicién ambiental sobre la fluidez de la membrana
citoplasmatica. Por ejemplo en diferentes variedades fenotipicas del patogeno
Streptococcus pneumoniae (Aricha et al, 2004) o en funcion de la temperatura de
crecimiento en otro patégeno presente en alimentos, Lisicria monocytogenes (Najjar et
al, 2007).

Teniendo en cuenta los antecedentes citados y debido a que aun es escaso el

conocimiento sobre las bases bioquimicas y fisioldgicas de la tolerancia al estrés por la
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temperatura y por la salinidad en los rizobios que nodulan las raices de mani,

trabajamos sobre la siguiente hipdtesis:

La biosintesis de fosfolipidos y dcidos grasos componentes de membrana tanto de
la cepa de coleccion Rhizobium TAL 1000 como de la cepa aislada de nuestra zona
manisera, es modificada por efecto de las condiciones ambientales variables. En
estos microorganismos, ambas vias de biosintesis de Acidos grasos insaturados

estan presentes.
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2-Objetivos
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Objetivos generales

Conocer las respuestas adaptativas de los rizobios frente a distintas condiciones
ambientales, mediante el estudio de la arquitectura molecular de la superficie
bacteriana. El objetivo final que se persigue es el de incrementar el rendimiento del
cultivo de mani y asi contribuir a la agricultura sustentable.

Objetivos especificos

1.- Conocer el patron de lipidos y de acidos grasos de cepas nativas de rizobios
de la zona manisera de Rio Cuarto y de Rhizobium TAL 1000 crecidas en condiciones
basales y bajo estrés por temperatura y por sal.

2.- Estudiar la biosintesis de lipidos y dcidos grasos en las cepas mencionadas y
bajo las condiciones de cultivo detalladas en el punto 1.

3.- Conocer ¢l mecanismo a partir del cual se generan acidos grasos insaturados
de la membrana de las cepas detalladas anteriormente.

4.- identificar y caracterizar, las posibles actividades desaturasas involucradas en
el proceso.

5.- Identificar posibles genes de desaturasas involucrados en la biosintesis de AG

insaturados.



3-Materiales y métodos
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3.1. Material biolégico
3.1.a. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

La tabla 1 muestra las cepas, los plasmidos y los oligonucledtidos utilizados en
este estudio y sus caracteristicas mas relevantes. Rhizobium TAL 1000 (NifTAL
Microbiological Resource Center, Paia, HI (USA), recomendada como nodulante de
mani y L115 aislada de rizosfera de mani fueron mantenidas en medio manitol-extracto
de levadura-agar (YEMA) con rojo congo a una concentraciéon final de 25 mg/l
(Vincent, 1970; Somasegaran y Hoben, 1994) a 28°C. El pH del medio fue ajustado a 7
antes de esterilizar. Para la determinacion de la viabilidad y de los parametros
bioquimicos, las cepas se cultivaron en medio minimo B modificado (van Brussel et al,
1977), en un bafio de agua con agitacién horizontal Allied Fisher Scientific a 28°C y a
37°C para el tratamiento de hipertermia. El medio fue suplementado con 300 mM de
NaCl para el tratamiento de hipersalinidad. El crecimiento bacteriano fue seguido
midiendo la densidad optica (DO) a 620 nm, por triplicado.

El recuento de las unidades formadoras de colonias (UFC) se llevé a cabo
removiendo alicuotas y realizando diluciones seriadas por triplicado de cada muestra.

Las diluciones fueron sembradas en placas de medio YEMA ¢ incubadas a 28°C.
El recuento de colonias se realizo después de 24 h de crecimiento (da Silva, 1996).

Para la obtencion de ADN genomico las cepas Ensinfer meliloti 1021, R. TAL
1000 y L115, fueron cultivadas en medio TY (Somasegaran y Hoben, 1994) a 28°C. Las
cepas de Escherichia coli utilizadas fueron cultivadas siempre en medio Luria—Bertani
(LB) (Maniatis et al, 1982) a 37°C, el antibidtico ampicilina (Amp) 50 pg/ml, fue

agregado al medio, cuando correspondia.
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Tabla 1. Cepas bacterianas y plasmidos utilizados en este estudio.

Cepa, plismido u

oligonucleétido

Caracteristica(s) relevante(s)

Fuente o referencia

Cepas

E. meliloti 1021

R TAL 1000
L115

E. coli BL21(DE3)pLysS

E. coli X1.10Gold

E.coli BL21pET

E.coli BL21pET-des TAL

E.coli BL21pET-des Em

Plismido

pET 17b
pBluescript 11 SK(+)
Oligonucledtidos
DESI Forward
DESI Reverse
DES2 Forward

DES2 Reverse

Rizobio simbionte de Medicago sativa, derivada de la cepa
salvaje SU47

Rizobio simbionte de Arachis hypogaeae

Cepa aislada de rizosfera de manf

F ompT gal dcm lon hsdSg(rs” mg’) A(DE3) pLysS(cm®)

Cepa utilizada para clonacion (endA1 ginV44 recAl thi-1
gyrA96 relAl lac Hte A(mcrA)183 A(merCB-hsdSMR-mrr)173
tet® F'[proAB lacI®ZAM15 Tn10(Tet® Amy Cm®)]

Cepa que acarrea el vector de expresién pET 17b vacio

Cepa que acarrea el vector de expresion pET 17b con el gen
desaturasa putativa de R. TAL 1000

Cepa que acarrea el vector de expresion pET 17bcon el gen

desaturasa putativa de E. meliloti 1021

Vector de expresion, Amp®

Vector de clonado. Amp®

ATGAGCGCACATGTCTATCCA
TTACTTCGTCTTTCGTCCACC

GCGGCCGCATGAGCGCACA
Notl
CTCGCGTTACTTCGTCTTTCGT
Xhol

Meade et al, 1982

NifTal, Hawai
Este estudio
Davanloo et al,
1984

Stratagene

Este estudio

Este estudio

Este estudio

EMD Biosciences

Stratagene

Este estudio
Este estudio
Este estudio

Este estudio
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3.2. Medios de cultivo utilizados en este estudio

3.2.a. Medio TY (Somasegaran y Hoben, 1994)
Triptona 5 g

Extracto de levadura 3 g

CaClh1g

H,0 csp 1000 ml

pH 6.8

3.2.b. Medio YEM (Somasegaran y Hoben, 1994)
K;HPO4 0.5 g

MgS0Os . 7H,003 g

NaCl 0.1 g

Extracto de levadura 8.5 g

Manitol 10 g

H,O csp 1000 ml

pH 6.8
Para el medio YEMA se agrego 18 g/l de agar.

3.2.c. Medio B (van Brussel et al, 1977)
MgSO4 .7H,0 0.55 g

KNO; 0.55 ¢

Ca(NO3» 13 g

FeNa EDTA 0.033 g

Elementos trazas 2.5 ml

Extracto de levadura 0.3 g

Triptona 0.3 g

H,0 csp 1000 ml

pH7

Luego del autoclavado (120°C 20 min) se agregd 1ml de K,HPO, 1M estéril

Solucion de elementos trazas
H;BO; 1.269 g
N32M004.2H20 0.398 g
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ZnS0,.7H,0 0.0974 g
H,O csp 1000 ml

3.2.d. Medio Luria-Bertani (LB) (Maniatis et al, 1982)
Triptona 10 g

Extracto de levadura 5 g

NaCl 10 g

H,0 csp 1000 ml

pH 7.5

3.3. Incorporacion de acetato radioactivo en las células de R. TAL 1000y L115

37 kBgq/ ml, de acetato de sodio [1-*C] (2.26 GBq mmol™”, New England
Nuclear), previamente esterilizado, fue agregado al tiempo cero de cultivo, bajo
condiciones: control, hipersalina, hipertermia y estas dos ultimas condiciones
combinadas. Las células fueron cosechadas en fase exponencial tardia (24 h) mediante
centrifugacion a 6000xg durante 10 min, en una centrifuga refrigerada Beckman Allegra
64R. Los pellets resultantes fueron lavados dos veces con una solucién 0.9% de NaCl y
usados para estudios posteriores. Los mismos procedimientos y condiciones fueron
utilizados para las muestras no marcadas obviando el agregado de acetato radioactivo.
3.4. Extraccion de lipidos

Los lipidos fueron extraidos de las células lavadas con una mezcla de
cloroformo/metanol/agua segiin lo descripto por Bligh y Dyer (1959); luego se agregd
una solucion 0.1M KCI en 50% de metanol para obtener una fase inferior cloroférmica
y una fase superior acuosa. La fase inferior, que contiene los lipidos, fue lavada dos
veces con la misma solucion de KCl, secada bajo flujo de nitrégeno y resuspendida en
un volumen apropiado de cloroformo/metanol 2:1 (v/v).
3.4.a. Separacion y anilisis de PL de R. TAL 1000 y L115 marcados
radioactivamente

Alicuotas de los extractos lipidicos totales fueron analizadas por cromatografia
en capa fina (TLC) usando como mezcla de solventes
cloroformo/acetona/metanol/acido acético/agua 40:15:14:12:7 (v/v/v/v/v) para la

separacion de PL. Todos los solventes fueron de calidad analitica y provistos por
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Merck, las placas de TLC de silica gel HLF (250 micrones) fueron provistas por
Analtech. Los lipidos fueron detectados con vapores de yodo o con ninhidrina para
revelar grupos aminos, y fueron identificados por comparacion con estindares
purificados provistos por Sigma. Las placas de TLC fueron raspadas y las fracciones
fueron cuantificadas por la radioactividad medida en un contador de centelleo liquido
(Beckman LS 60001 C).
3.4.b. Analisis de los AG de R. TAL 1000 y L115 marcados radioactivamente

Los ésteres metilicos de acidos grasos (FAME) fueron preparados desde los
extractos lipidicos totales con 10% de trifluoruro de boro (BF3) en metanol, sometidos a
100 °C durante dos horas y extraidos con tres volimenes de hexano (Morrison y Smith,
1964). Los FAME marcados fueron separados de acuerdo al nimero de dobles enlaces
en placas de TLC de silica gel G impregnadas con AgNOs en acetonitrilo (10% p/v)
usando hexano/éter etilico/acido acético 94:4:2 (v/v/v) como mezcla de solventes. Las
bandas de FAME fueron localizadas bajo luz UV después de rociar las placas con una
solucién de diclorofluoresceina, eluidas (Henderson y Tocher, 1992) y llevadas a
sequedad en viales de vidrio. La radioactividad fue medida en un contador de centelleo
liquido (Beckman LS 60001 C).
3.5. Analisis de AG de R. TAL 1000 y L.115 sin marca radioactiva

Los FAME no radioactivos fueron obtenidos a partir de los extractos lipidicos
obtenidos de células no marcadas crecidas bajo condiciones de hipersalinidad,
hipertermia y ambas condiciones combinadas, segtin se describi6 en la seccion 3.4.b.

Los mismos se analizaron en un cromatdgrafo de gases Hewlett Packard 5890,
serie 1 equipado con una columna de metil-silicona (50m x 0,2 mm x 0,33 pm),
acoplado a un detector de ionizacion de llama. La temperatura de la columna se
program6 a 180 °C durante 25 min y luego una rampa de 3 °C/minuto hasta alcanzar
250 °C. Temperatura del detector: 300 °C. Temperatura del inyector: 250 °C. Los picos
correspondientes a cada AG se identificaron usando una mezcla de testigos provista por
Sigma-Aldrich Chemical Co (Kates, 1973).
3.6. Determinacion de la actividad desaturasa en R. TAL 1000y L115

La actividad desaturasa se determiné utilizando los siguientes sustratos: acido

1
palmitico (16:0) [1- 4C] y acido estedrico (18:0) [1-14C], (0,5 nCi), los cuales fueron
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afiadidos a 25 ml de medio de cultivo al momento de la inoculacion. Luego de 24 h de
crecimiento (fase exponencial tardia) a 28°C o a 37°C, las células fueron cosechadas y
los lipidos se extrajeron de acuerdo a Bligh y Dyer (1959).

Los FAME fueron preparados desde los extractos lipidicos totales (Morrison y
Smith, 1964) y fueron separados e identificados de acuerdo a lo detallado en el punto
3.4.b. La radioactividad fue medida en un contador de centelleo liquido (Beckman LS
60001 C).
3.7. Extracciéon de ADN gendémico de E. meliloti 1021, R. TAL 1000 y L115

Para la obtencion del ADN gendmico se utilizaron las cepas E. meliloti, R. TAL
1000, 1021 y L115, siguiendo el protocolo provisto por el fabricante (JETFLEX). El
ADN extraido se cuantificé utilizando el método espectrofotométrico segiin Sambrook
et al (2001), en el cual se especifica que una DO de 1, a 260nm, corresponde a 50 pg/ml
de ADN doble cadena.
3.7.a. Disefio de oligonucledtidos

Se llevdo a cabo utilizando las secuencias de nucledtidos para diferentes

desaturasas de rizobios, encontradas en la base de datos: www.ncbi.nlm.nih.gov. Las
mismas se alinearon utilizando el programa CLUSTALW y los sitios de mayor
homologia fueron empleados para la confeccion de los oligonucleétidos, los cuales
fueron sintetizados por el servicio RURALEX (tabla 1).
3.7.b. Amplificacion por PCR y secuenciamiento parcial del gen desaturasa
putativo de R. TAL 1000 y L.115 homélogo al de E. meliloti 1021

La PCR, cuyos componentes se muestran en la tabla 2, fue llevada a cabo en un
termociclador a un volumen final de reaccién de 25 pl, usando el programa descripto en

la tabla 3.
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Tabla 2. Componentes de la de la reaccion de PCR.

Sul DES1 Forward Primer (Tabla 1)
Spl DESI1 Reverse Primer (Tabla 1)
2 ul dNTP's (10uM c/u) (Promega)
2,5 pl 10 x Tag-Buffer (Promega)

7 pl ddH20

1 pl Templado

1 pl Tag-Polimerasa (Promega)

1,5 pl Cl,Mg (50 Mm)

Tabla 3. Condiciones de la reaccion de PCR.

Temperatura Tiempo

95°C desnaturalizacidn inicial 5 min

95°C desnaturalizacion 30 seg ]

60°C Annealing 40 seg 30 ciclos
72°C Elongacion 1 min

72°C Final 10 min o

4°C 20 min

Los productos de PCR fueron resueltos en gel de agarosa 1% p/v, tefiido con
BrEd y visualizados en un transiluminador con luz UV.
Los productos de PCR correspondientes a R. TAL 1000 y L115 fueron

purificados y enviados a secuenciar al servicio ofrecido por Macrogen Corea.







3.7.c. Manipulacion del ADN

Las técnicas de ADN recombinante, preparacion de plasmidos, analisis con
enzimas de restriccidn, clonado, preparacion de células competentes con cloruro de
rubidio y transformaciéon de E. coli, se llevaron a cabo de acuerdo a protocolos
estandares (Sambrook et al, 2001).

Los plasmidos se aislaron de las cepas de E. coli portadoras con el kit “High
Pure Plasmid Isolation Kit” provisto por Roche, se digirieron con enzimas de restriccion
y se purificaron. Alternativamente los plasmidos se aislaron por el método de lisis
alcalina (Sambrook et al, 2001).

3.7.d. Clonado del gen desaturasa putativo de R. TAL 1000 y E. meliloti
1021

Para llevar a cabo la clonacion de los genes desaturasa putativos de R. TAL 1000
y E. meliloti 1021, los mismos fueron amplificados por PCR, utilizando
oligonucledtidos especificos (DES2, tabla 1) disefiados a partir de la secuencia del gen
desaturasa putativo de Ewnsinfer meliloti 1021 (AAK64726). Los componentes de la
PCR fueron: 1 ul of templado de ADN genémico, 0.2 pul de Pfu polymerase (3 U/ul)
Promega), 2.5 ul de Pfu ADN polymerasa 10X buffer, 0.5 pl de ANTP (10 mM de cada
uno) and 2.5 pl de oligonucleétidos (5 pM). El procedimiento utilizado fue el siguiente:
desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 min, seguido por 30 ciclos de 95°C por 1 min,
62°C por 30 s, 72°C por 4 min y una extension final a 72°C por 5 min.

Los sitios de restriccion Notl — Xhol fueron afiadidos a los oligonucleétidos para
luego poder insertar cada producto de PCR en el plasmido de clonado p-Bluescript, el
cual porta un gen de resistencia a Amp (Tabla 1) y las construcciones fueron luego
utilizadas para transformar la cepa de E. coli XL 10 Gold (Tabla 1).

Las colonias portadoras de las construcciones se seleccionaron por su resistencia
a Amp y por su incapacidad para utilizar el sustrato X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
b-D-galactosido) a través de la coloracién blanca de las mismas.

Una vez seleccionadas las colonias candidatas, la presencia del constructo fue
confirmada por minipreparacion de plasmidos (Sambrook et al, 2001) y esto resuelto en
gel de agarosa 1% y comparado con el marcador de peso molecular. Las colonias que

presentaron una banda de peso molecular correspondiente al peso del plasmido mas el
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fragmento clonado fueron conservadas en glicerol y utilizada para los ensayos
siguientes.

3.7.e. Sobreexpresion del gen desaturasa putativo de R. TAL 1000 y E.
meliloti 1021

Por medio de técnicas de subclonado el fragmento de aproximadamente 1Kb
correspondiente a los genes desaturasa putativos de R. TAL 1000 y de E. meliloti 1021
fueron trasladados del plasmido p-Bluescript al vector de expresion pET 17b, (que porta
resistencia para Amp) (Tabla 1). Las construcciones se utilizé para transformar la cepa
E. coli BL21. Colonias portadoras de la construcciéon pET-des TAL y pET-des Em
fueron seleccionadas y la presencia del gen fue confirmada por PCR y por
secuenciacion. Las colonias seleccionadas (E. coli BL21pET-des TAL y E. coli
BL21pET-des Em) fueron conservadas en glicerol a -80°C y utilizada para los ensayos
siguientes. Una cepa de E. coli BL21 transformada con el plasmido pET17b vacio fue
nombrada como E. coli BL21pET y utilizada como control.

3.7.f. Condiciones de cultivo para las cepas de E. coli BL21 transformadas

Tanto la cepa de E. coli BL21 pET como las cepas E. coli BL21 (pET-des TAL
y pET-des Em) fueron cultivadas en medio LB suplementado con Amp (50 pg/pl) a
37°C hasta una DOgyonm de 0,5. Posteriormente la induccién se llevd a cabo por 1 h a
37°C, afiadiendo a los cultivos IPTG a una concentracion final de 0,1 mM. Cuando fue
necesario la induccién con IPTG se realiz6 por 12 h a la misma concentracion.

Luego de transcurrido el tiempo de induccién las biomasas correspondientes
fueron cosechadas por centrifugacion y utilizadas para los experimentos posteriores.

3.7.g. Electroforesis en gel de la proteina recombinante de R. TAL1000 y E.
meliloti 1021

Las cepas de E. coli recombinantes albergando diferentes construcciones de
expresion, fueron cultivadas como se explic anteriormente. El pellet de células de
cultivos de 50 ml se resuspendié en 15 ml de buffer de lisis que contenia: Tris-HCI, 20
mM (pH 8); NaCl, 300 mM; imidazol, 20 mM; tween, 0,1%, glicerol, 10% y B-
mercaptoetanol, 20 mM. La suspension fue complementada con DNAasa, 1 pg/ml y
PMSF, 0,5%. Las células se rompieron por ultrasonicacion. El homogeneizado se
centrifugd a 29000xg durante 30 minutos a 4°C. Las proteinas contenidas en el

sobrenadante se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS 10%.
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Bandas de proteina fueron visualizadas por tincién con coomassie brillant blue
R-250.

3.7.h. Identificacion de los dcidos grasos producidos por esta enzima

Extraccion de lipidos totales

Los lipidos totales pertenecientes a E.coli BL21 pET, E.coli BL21 pET-des
TAL y E.coli BL21 pET-des Em, fueron extraidos a partir de las biomasas humedas de
acuerdo al método de Bligh y Dyer (1959) y de acuerdo a lo detallado en 3.4.a.

Preparacion de FAME y anailisis por GC: los FAME se prepararon a partir de
los lipidos totales segin Morrison y Smith (1964) y el analisis se realizé de acuerdo a lo
detallado en el parrafo 3.5. Se utiliz6 el cromatdgrafo de gases Hewlett Packard 5890,
serie 11, y para lograr una mayor resolucion se equipd con una columna de metil-silicona
(60 m, 0,25 mm, 0,2 pm) y un detector de ionizaciéon de llama (FID). La temperatura
fue programada a 175°C durante 5 min, para luego aumentar 3°C/min hasta 220°C y
mantenerse durante 5 min a 220°C. Temperatura del detector: 300°C. Temperatura del
inyector: 250°C. Los picos correspondientes a cada AG se identificaron usando una
mezcla de testigos provista por Sigma-Aldrich Chemical Co (Kates, 1973).

3.7.i. Estudio de la actividad desaturasa en E. coli BL21 transformadas

La actividad desaturasa se determiné utilizando 0,5 pCi de 16:0 o 18:0 [1-14C]
como precursores. Los mismos fueron afiadidos a 25 ml de medio de cultivo LB al
momento de la inoculacion. La induccidn se realizd una vez que la DOggg llegd a 0,5 con
0,1 mM de IPTG por 1 h. Luego las células fueron cosechadas y los lipidos se
extrajeron de acuerdo a Bligh y Dyer (1959). Los FAME fueron preparados desde los
extractos lipidicos totales (Morrison y Smith, 1964) y fueron separados y cuantificados
como se detalld en la seccion 3.4.b para muestras radioactivas.

3.8. Determinacion del cfecto de la temperatura sobre la fluidez de la
membrana de R. TAL 1000

Se realizé de acuerdo a la medicion de la polarizacion de fluorescencia de la
membrana celular. Para estos ensayos R. TAL 1000 fue cultivada en medio YEM en
condiciones control (28°C) hasta fase exponencial. Las células se cosecharon por
centrifugacién a 10000 rpm por | min, se lavaron con buffer Tris/HCI 15 mM (pH 7)

estéril y fueron re suspendidas en e! mismo buffer hasta lograr una DOg 0,2-0,4.
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Una cantidad de 1 pl de una solucién stock 12 mM de 1,6-diphenyl-1, 3, 5-
hexatrieno (DPH, Molecular Probes) en tetrahydrofurano, fue agregada a 3 ml de
muestra (para obtener una concentracion final de 4 mM). La mezcla fue incubada 10
min en oscuridad a temperatura ambiente, en una cubeta de cuarzo con agitacion, para
permitir que la sonda se incorpore a la membrana citoplasmatica. La polarizacién de
fluorescencia se midi6 utilizando un espectrofluorémetro Fluoromax TM-3, equipado
con un termostatizador que permitié automatizar el barrido de temperatura desde 18°C

hasta 40°C incrementado la misma 2°C/min (Vincent et al, 2004).

3.9. Determinacion del efecto del shock térmico sobre la composicion de
AG, la actividad y la expresion de la enzima desaturasa de R. TAL 1000

3.9.a. Determinacion del efecto del shock térmico sobre la composicion de
AG

Para evaluar el efecto de cortos periodos de exposicion de las células de R. TAL
1000 a elevada temperatura sobre la composicion de AG, las mismas fueron cultivadas
por 16 h (fase exponencial) a 28°C con agitacion. Luego los cultivos fueron sometidos a
un cambio de temperatura (37°C) y las biomasas cosechadas a diferentes intervalos de
tiempo para la posterior extraccion de lipidos totales, preparacion de FAMEs y
resolucion de los mismos por GC.

3.9.b. Determinaciéon del efecto del shock térmico sobre la actividad
desaturasa

0,5 pCi de acetato []—MC] o de los AG 16:0 [1-]4C] 0 18:0 [1-]4C] previamente
esterilizados fueron agregados a 25 ml medio de cultivo al momento de la inoculacién.

Los cultivos fueron crecidos a 28°C por 16 h (fase exponencial) y luego la
temperatura fue cambiada a 37°C. Las células se cosecharon a diferentes intervalos de
tiempo mediante centrifugacion y los pellets se usaron para extraer los lipidos totales,
preparar los FAME y resolverlos mediante TLC en basc al namero de dobles ligaduras

como se explico anteriormente en la seccion 3.4.b.
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3.10. Determinacion del efecto del shock térmico sobre la expresion de la
enzima desaturasa

3.10.a. Western blot

Por medio de la técnica descripta por Mizuno y Kageyama (1978) se obtuvo la
fraccion celular correspondiente a membrana interna desde cultivos de R. TAL 1000
crecidos a 28°C por 16 h y luego transferidos a 37°C por 2 h y desde cultivos crecidos a
37°C por 24 h. Las proteinas contenidas en dicha fraccione (30 ug) fueron resueltas por
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS 10%. Las proteinas fueron transferidas a
membrana de nitrocelulosa Hybond ECL (Amersham Biosciences) de acuerdo al
protocolo Mini-PROTEAN Tetra Cell BIO RAD y luego utilizadas para anilisis de
western blot empleando el anticuerpo contra la desaturasa (A°) de rata, cedido
gentilmente por el Dr. Omar Rimoldi. El revelado de las membranas se llevo a cabo
mediante quimioluminiscencia, utilizando el sistema de analisis y reactivos de deteccion
Immun blot assay kit de BIO RAD.

3.10.b. RT-PCR

El ARN total (1 mg) de cultivos de células de R. TAL 1000 crecidas a 28°C por
16 h y transferidas luego por 2 h a 37°C y de cultivos crecidos a 37°C durante 24 h fue
obtenido con Nucleospin ARN kit (Promega). Posteriormente fue utilizado como molde
en una reaccion en cadena de la polimerasa-transcriptasa inversa de un solo paso (RT-
PCR) de acuerdo con el fabricante (Protocolo de Acceso RT-PCR System kit de
Promega). Las condiciones fueron: 45°C durante 45 min seguido de un ciclo a 94°C
durante 2 min, 40 ciclos a 94°C durante 30 s, 60°C durante 1 min y 68°C durante 2 min,
y un ciclo final a 68°C durante 7 min.

Los cebadores especificos para el gen desaturasa de R. TAL 1000 utilizados
fueron CTGGCAATATCGGCATCCATC y TTACTTCGTCTTTCGTCCACC. Los
productos de PCR fueron analizados en un gel de agarosa 2% y visualizados con
bromuro de etidio.

3.11. Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el test ANOVA de

una via.
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4- Resultados y discusion
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Las cepas utilizadas en este estudio fueron: Rhizobium TAL 1000, cepa de
coleccion, recomendada como nodulante de mani, (Somasegaran y Hoben 1994) y la
cepa L115, aislada de rizosfera de plantas de mani de nuestra zona manisera (Rio
Cuarto). Estudios realizados por nuestro grupo de trabajo con la cepa L115 revelaron
resultados positivos en cuanto a su capacidad de nodular raices de plantas de mani. Nos
pareci6 de suma importancia poder evaluar la capacidad de adaptacién a diferentes
condiciones ambientales, tanto de una cepa de coleccion como de una propiamente
aislada de suelo.

De acuerdo a la secuencia del gen rADN 168, la cepa aislada de rizosfera de
nuestra zona manisera, tendria un elevado porcentaje de identidad con cepas del género
Achromobacter, perteneciente al orden Burkholderiales. Cepas de este género han sido
aisladas por otros investigadores de muestras de suelo agricola por ejemplo asociadas a
rizosfera de Solanum tuberosum L, (Dandie et al, 2006) y de Triticum aestivum

(Rodriguez-Sala et al, 2008)

CAPITULO 1

Efecto de la hipersalinidad y de la hipertermia sobre la viabilidad, composicion de

acidos grasos y biosintesis de acidos grasos y fosfolipidos de R. TAL 1000 y L115

4.1.1. Efecto de la hipersalinidad y de la hipertermia sobre la viabilidad de R. TAL
1000y L115

I.a salinidad y la elevada temperatura del suelo son los factores ambientales que
limitan en mayor medida la distribucidn y productividad de los principales cultivos. Se
calcula que aproximadamente la salinidad afecta al 20% de la tierra cultivable en el
mundo (Sahi et al, 2006). Este es un problema caracteristico de regiones clasificadas
como dridas y semidridas, que comprenden el 25% de la tierra total del planeta
(Yamaguchi y Blumwald, 2005). El incremento de la salinidad y la temperatura externa,
conlleva efectos adversos sobre las poblaciones de rizobios en el suelo. Se conoce que
el estrés salino y por elevada temperatura influyen en la supervivencia de las bacterias
en el suelo y limitan la nodulacion y la fijacion bioldgica del nitrogeno (Kulkarni y

Nautiyal, 2000; Abdelmounmen et al, 1999).
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UFC/mI X 107

La Figura 12A muestra el crecimiento de R. TAL 1000 en condiciones control

(28°C), de hipersalinidad, de hipertermia y ambas condiciones combinadas.
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Figura 12. Efecto de la hipersalinidad y de la hipertermia sobre la viabilidad de A)
R.TAL 1000 y B) L115.

Los resultados estan expresados como UFC/ml. Los valores representan la media %
S.E.M. de tres experimentos independientes.

La cepa R. TAL 1000 fue capaz de crecer en presencia de las condiciones
aplicadas, aunque el ensayo de viabilidad indicé que la misma disminuyd en presencia
de hipersalinidad y con la combinacién de hipersalinidad e hipertermia, debido a una
disminucion en las UFC/ml en esas condiciones a l(; largo de la curva de crecimiento,
haciéndose mas notable el efecto de los estreses luego de las 6 h de crecimiento. La
condicién de hipertermia no provocé cambios significativos en la viabilidad con
respecto al control.

La curva de crecimiento para la cepa L115 se muestra en la Figura 12B, esta
cepa aislada de rizosfera de mani demostré un comportamiento diferente frente a las
condiciones aplicadas comparado con R. TAL 1000, sin embargo las curvas bajo
condiciones controles fueron muy similares entre ellas en cuanto al nimero de UFC/ml

y a la duracién de cada fase de crecimiento. Las diferencias mas importantes se pueden

25
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observar cuando la cepa L115 crecié en condicién de hipertermia y con la combinacién
de hipersalinidad e hipertermia, condiciones en las cuales se obtuvieron los mayores
valores de UFC/ml. Quiza estas sean las condiciones Optimas para el crecimiento de
esta bacteria aislada de nuestra zona manisera. Asi mismo y a diferencia de lo que
ocurrié con R. TAL 1000 la concentracién de NaCl no produjo ningin cambio en la
viabilidad de L115 con respecto al control.

Estudios previos referidos a la capacidad de cepas de rizobios de crecer en
presencia de sales han mostrado una marcada variacion en su tolerancia. Algunas cepas
como Bradyrhizobium japonicum son inhibidas por concentraciones menores a 100 mM
(Elsheikh y Wood, 1990). Por el contrario, el crecimiento de varias cepas de Ensinfer
meliloti puede ocurrir a concentraciones mayores que 300 mM de NaCl (Bernard et al,
1986), y cepas de Rhizobium spp aisladas de nodulos de plantas de Hedysarum,
Acaciacon, Prosopis, y Leucaena pueden tolerar hasta 500 mM de NaCl (Zhang et al,
1991).

En ciertos géneros de rizobios, la tolerancia a la salinidad ha sido relacionada
con la tolerancia a elevadas temperaturas, en estudios previos se ha demostrado que
cepas de E. meliloti, sal-tolerante puede crecer bien a elevadas temperaturas (Zhang et
al, 1991) mientras que Rhizobium leguminosarum, sal-sensible es mucho menos
tolerante a temperaturas de crecimiento mas altas (Lindstron y Lehtomaki, 1988). En
este trabajo R. TAL 1000 sal-tolerante (ya que fue capaz de crecer a una concentracion
salina de 300 mM) pudo también de crecer a 37°C a niveles similares al control,
exactamente lo mismo ocurrié para la cepa L115, la cual incluso fue capaz de crecer

mejor a elevada temperatura.

4.1.2. Composicion de AG de R. TAL 1000 y L115 y su rol bajo condiciones de
hipersalinidad y de hipertermia

La envoltura celular de las bacterias Gram negativas es la frontera que mantiene
el interior del microorganismo independiente del medio externo. Este contorno permite
la comunicacion y a la vez el aislamiento de la célula, imprescindibles ambos para ¢l
correcto funcionamiento celular. Las funciones asignadas a las membranas han ido
cambiando a medida que aumenta el conocimiento sobre las mismas. De ser

consideradas tinicamente las barreras fisicas que mantienen la morfologia celular,
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pasaron a ser consideradas como parte importante en la entrada de nutrientes y también
en la comunicacion con el medio externo. Actualmente se sabe que participan de forma
activa en procesos tan importantes como la divisién celular, la generacién de energia, la
resistencia a drogas, etc (Kadner, 1996; Schweizer, 2004). En estos cambios ha sido
fundamental el reconocimiento de los lipidos de membrana no s6lo como meros
“soportes” de proteinas, sino como componentes esenciales para el perfecto
funcionamiento de las funciones celulares.

El avance de las técnicas moleculares del estudio de lipidos ha evidenciado que
la membrana es un mosaico compuesto por multitud de dominios lipidicos
especificamente situados y con funciones determinadas (Matsumoto et al, 2006).

Una de las funciones generales de la membrana mas interesante y quizds menos
conocida es la de censar cambios del medio externo. Las membranas tienen la
capacidad de reaccionar a estos cambios modificando su composicion, optimizandola de
forma que pueda superar la alteracion lo mas eficientemente posible desde el punto de
vista de la supervivencia. Ya que los lipidos, como componentes de las membranas,
tienen amplia participacion en la adaptacion a condiciones ambientales, los estudios
realizados en esta tesis se centraron en la bioquimica de los lipidos, especialmente los
AG constituyentes de los PL.

La composicion de AG para R. TAL 1000 y L115 (Tabla 4), descripta por
primera vez en esta tesis, fue: un 63% y 41% de AG cis-vaccénicotoleico (18:1
(A”+A9)) respectivamente, un 11,3% y 20,5% de AG estearico (18:0) respectivamente,
un 8,9% y 7,5% de AG palmitico (16:0) respectivamente, un 5,5% y 5,1% de AG
eicosatrienoico (20:3) respectivamente y un 3,4% y 5,6% de AG 19:0 ciclopropano
respectivamente. La composicion de AG encontrada, tanto para R. TAL 1000 como
para L115 coincide con la descripta por bibliografia para otros rizobios (Boumahdi et al,
1999; Tigue et al, 2000; Drouin et al, 2000).

Los efectos de salinidad e hipertermia sobre la composicion de AG de R. TAL
1000 se muestran en la Tabla 4. A 37°C, se observd una disminucion del 86% del AG
monoinsaturado 18:1 (A''+A®%) y un aumento del 122% y del 90% de los AG saturados
16:0 y 18:0, respectivamente. El efecto combinado de hipersalinidad e hipertermia
produjo una disminucién del 94% de 18:1 (A“+A9) y un aumento del 84% vy del 154%

de los AG saturados 16:0 y 18:0, respectivamente. Ademds de estos cambios,
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encontramos un importante aumento en la cantidad del AG 19:0 ciclopropano, bajo
hipertermia (194%) y la combinacion de salinidad e hipertermia (326%).

Cuando los AG de la cepa 1115 fueron analizados (Tabla 4), se observo una
disminucién del 84% del AG 18:1(A"'+A%) bajo hipertermia y de un 89% bajo
hipersalinidad e hipertermia combinados. Concomitantemente se observé un aumento
del 108% del AG 16:0 bajo hipertermia y del 73% para la combinacién de
hipersalinidad e hipertermia. Al igual que en R. TAL 1000, cuando L115 fue cultivada
bajo condiciones de hipertermia y bajo la combinacion de hipersalinidad e hipertermia,
se observd un aumento del AG 19:0 ciclopropano del 221% y del 114%
respectivamente.

Cuando ambas cepas crecieron a una concentracion de 300 mM de NaCl, el
cambio mas significativo fue, un aumento del 36% del AG 18:0 para R. TAL 1000 y
un aumento del 78% del AG 16:0 en L115.

Todos estos cambios provocaron una disminucién bien marcada de la relacion
U/S en ambas cepas para la condicion de hipertermia y para la combinacién de

hipersalinidad e hipertermia.
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Tabla 4. Efecto de la hipersalinidad y de la hipertermia sobre la composicion de acidos
grasos de los lipidos de R. TAL 1000 y L115.

Tipo 4cido graso (%) Cepa Condiciones de cultivo
28°C 28°C+NaCl 300 mM 37°C 37°C+ NaCl 300 mM

Saturados

Ac. estedrico (18:0) TAL 1000 11,3£1,0 15,0+1,6* 22,3+2,6* 30,7+2,6*
L115 20,5+3,3 25,0+3,8 31,8+7,0* 27,0£2,0*

Ac. palmitico (16:0) TAL 1000 8,90+2,0 9,80+1,8 20,4+2,4* 17,5+3,2*
Lil5 7,50+0,8 13,4+1,4* 15,6+1,8* 13,0+0,5*

Insaturados

(18:1A"+18:1A% TAL 1000 63,1£5,0 60,9+2.3 8,30+0,05* 3,70+0,2*
L115 41,3+5,5 41,525 6,60+2,30* 4,3,+0,3*

Ac. (20:3) TAL 1000 5,50+2,0 7,80+2,4 16,0+1,60* 20,2+5,0*
L115 5,10£2,0 6,40+3,2 6,0+0,40* 17,6+4,0*

Ciclopropanos

19:0 ciclo TAL 1000 3,40+0,7 3,85+0,3 10,0+1,5* 14,5+1,7*
L115 5,60+1,0 5,80+1,3 18,0+3,0* 12,0+£3,3*

NI TAL 1000 6,70+2,0 7,30+3,4 23,2+1.,4 17,1£3,2
L115 19,7+2,8 7,20£2,0 27.6+1,6 25,5+3,5

U/S TAL 1000 34 2,7 0,6 0,5
L115 1,6 1,2 0,3 0,5

Los FAME del extracio lipidico total fueron resueltos mediante GC. Los resultados
estan expresados como porcentaje del area total de los picos cromatograficos. Los
valores representan la media £ S.E.M. de tres experimentos independientes. NI.:
compuestos no identificados, U/S: relacion AG insaturados/AG saturados.

*: Estadisticamente diferente al control (28°C) con un valor de P<(,05.

Cambios en el grado de insaturacion de los AG como respuesta a cambios en la
temperatura de crecimiento han sido informados por muchos autores para diversos
microorganismos (Russell y Fukanaga, 1990) y pueden ser considerados como una

respuesta adaptativa universal (Suutari y Laakso, 1994).







Los efectos de la temperatura de crecimiento y la salinidad en la composicion de
AG de diferentes cepas de Aeromonas han sido estudiados por Chihib et al (2005),
quienes encontraron, principalmente, cambios a nivel del grado de insaturacién con un
importante decrecimiento de la cantidad del AG 18:1A! cuando la temperatura aumenté
de 15°C a 25°C. Para Dictyostelium cambios en la temperatura de crecimiento también
resultaron en cambios a nivel de la composicién de AG. Se observé disminucion de los
AG insaturados 16:2 y 18:2 con el incremento de la temperatura (Saito et al, 2005).

Los efectos de altas temperaturas de crecimiento sobre las propiedades biofisicas
de la membrana plasmatica han sido estudiados extensamente en diferentes organismos.
Elevadas temperaturas causan lo que se conoce como fluidificacion de la membrana y lo
contrario ocurre cuando las membranas son expuestas a temperaturas mas bajas o a
condiciones hiperosmoticas. La respuesta inmediata de los organismos sometidos a
elevadas temperaturas consiste en aumentar el nivel de AG saturados. Una respuesta
contraria se observa para la disminucion de la temperatura de crecimiento. Esto ocurre
para mantener las funciones de la membrana plasmatica inalteradas y la homeostasis
global de la célula, manteniendo la fluidez de la membrana en niveles 6ptimos (Ramos
et al, 2001). Si bien el efecto de la temperatura ha sido bien estudiado, el efecto del
estrés osmotico no ha sido considerado con la misma profundidad (L.os y Murata, 2004).

Los resultados obtenidos en cuanto a la composicion de AG en R. TAL 1000 y
L115 bajo hipersalinidad e hipertermia, indicarian que ambas cepas utilizan como
mecanismo adaptativo para soportar este tipo de situaciones, un cambio en el grado de
insaturacion de los AG componentes de los PL para mantener la membrana en dptimas

condiciones y garantizar asi la viabilidad celular.

4.1.3. Efecto de la hipersalinidad y de la hipertermia sobre la incorporacion de
acetato de sodio [1-'*C] en los AG de R. TAL 1000 y L115

El efecto de diferentes condiciones ambientales sobre la composicion de AG de
diversos organismos ha sido muy estudiado y es por ello que ha llegado a considerarse
como una respuesta adaptativa universal en el mundo vivientc. Sin embargo, la
regulacion de las diferentes rutas biosintética de AG bajo difcrentes condiciones
ambientales no ha recibido la misma atencion. Para analizar la biosintesis de novo de

AG en R. TAL 1000 y L115 creciendo en diferentes condiciones, se utilizo el precursor
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radioactivo acetato de sodio [I-'* C] (Fig. 13). En R. TAL 1000, el precursor
radioactivo fue incorporado principalmente en la fraccion AG monoinsatuados (79,6%),
seguido de los AG poliinsaturados (12,4%) y AG saturados (8%). Resultados similares
fueron obtenidos para la cepa L115, en la cual la fraccion de AG que incorporé el
mayor porcentaje del precursor radioactivo fue la de los AG monoinsatuados (82,7%),
seguido de los AG poliinsaturados (12,7%), y AG saturados (5%).

En el caso de R. TAL 1000 (Fig. 13A), las condiciones que mas afectaron la
biosintesis fueron la hipertermia y la combinacidn de hipersalinidad e hipertermia en las
cuales se detect6 una disminucién de la incorporacion de la radioactividad del 28% en
la fraccion AG monoinsaturados a 37°C y del 45% para las condiciones combinadas. Al
mismo tiempo se observd un aumento en la incorporacion del 250% del radioactivo en
la faccion saturados a 37°C y del 425% para las condiciones combinadas. La elevada
salinidad en el medio de cultivo también provocé cambios de la distribucion de
radioactividad en las diferentes fracciones de AG. Esta condicién ocasion6 los mismos
efectos, observandose una disminucion de la incorporacion del radioactivo del 17% en
la fraccion de AG monoinsaturados y un aumento del 175% de la incorporacién de la
radioactividad en la fraccion de AG saturados. La combinacion de hipersalinidad e
hipertermia, provocd modificaciones mas marcadas, indicando que los cambios
ocasionados por los estreses individuales son aditivos.

La biosintesis de AG en L115 se vio afectada por la mayoria de las condiciones
de crecimientos probadas (Fig. 13B). La hipertermia produjo una disminucion de la
incorporacién de la radioactividad del 13% en la fraccion de AG monoinsaturados y del
33% para la combinacién de hipersalinidad e hipertermia. Al mismo tiempo se observé
un aumento en la incorporacion del radioactivo del 84% en la faccion de AG saturados
a 37°C y del 400% para la combinacion de ambas condiciones. La elevada salinidad en
el medio de cultivo, no provocé cambios estadisticamente significativos en la
biosintesis de los AG a diferencia de lo que ocurrid con R. TAL 1000. En L115, al igual
que en R. TAL 1000, la combinacién de condiciones provocd las modificaciones mas
marcadas.

La relaciéon U/S disminuy6 bajo todas las condiciones ensayadas para R. TAL
1000 mientras que no fue afectada por la hipersalinidad en L115. Estos resultados son

coincidentes con los obtenidos en los ensayos de composicion de AG, en los cuales la

72






relacion U/S decreci6 marcadamente en las condiciones de hipertermia y con la
combinacion de hipersalinidad e hipertermia, siendo esta dltima modificacion la mas
importante.

Estos resultados indicarian que el principal mecanismo utilizado por estas
bacterias nodulantes de mani para mantener las propiedades fisicas de la membrana
plasmatica y asegurar el funcionamiento normal de la célula bacteriana, seria la
modificacion en el grado de insaturacion.

Mecanismos como éste ya han sido informados por otros autores para otros
microorganismos sometidos a diferentes condiciones ambientales (Suutari y Laakso,
1994; Ramos et al, 2001, Nichols y Russell, 1996). En el caso de Bacillus subtilis, altas
temperaturas de crecimiento (37°C), provocaron un aumento de la sintesis de AG
saturados a partir de acetato de sodio [1-'* C] y la sintesis de AG monoinsaturados se
vio reducida a cantidades trazas. Esta respuesta fue revertida cuando la temperatura de
crecimiento decrecio a 20°C (Aguilar et al, 1998).

Ademas, estos resultados indicarian un cambio a nivel de biosintesis de AG que
probablemente esté relacionado con la regulacion a nivel de las vias por medio de las
cuales se sintetizan los AG. Ello provocaria una composicién final de AG tal como la
que encontramos para estas cepas bajo diferentes condiciones, la cual seria apropiada

para mantener la fluidez de la membrana en valores 6ptimos.
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Figura 13. Efecto del NaCl y la temperatura sobre la incorporacion de acetato de sodio
[1-"C] en los AG de los lipidos de R. TAL 1000 (A) y L115 (B).

Los FAME fueron separados de acuerdo al grado de insaturaciéon usando placas de
TLC impregnadas con 10% AgNOs. Los resultados estan expresados como porcentaje
de la radioactividad total incorporada en cada fraccion de AG del total de lipidos. Los
valores representan la media £ S.E.M. de tres experimentos independientes.
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4.1.4. Efecto de la hipersalinidad y de la hipertermia en la incorporacion de
[acetato 1-'*C] de sodio en los PL de R. TAL 1000 y L115

El patron de PL encontrado fue el mismo para ambas cepas (Fig. 14). Tanto R.
TAL 1000 como L1185, sintetizan principalmente fosfatidilcolina (PC) (44,6% y 21,4%
respectivamente), fosfatidiletanolamina (PE) (13,7% y 34,8% respectivamente),
fosfatidilglicerol (PG) (17,5% y 17% respectivamente), dimetilfosfatidiletanolamina
(DMPE) (9,9% y 9,2% respectivamente), cardiolipina (CL) (4,2% y 7,4%
respectivamente) y Lisofosfatidiletanolamina (LPE) (0,88% y 2% respectivamente).

Los PL componentes de ambas cepas rizobiales, coinciden con los reportados
por otros autores para especies de rizobios (Correa et al, 1999; Komanieka y Choma,
2001; Hubac et al, 1992; Medeot et al, 2007).

La diferencia mas significativa entre ambas cepas fue que en R. TAL1000 PC,
fue el PL mas activamente sintetizado mientras que en L115 fue PE (Fig. 14).

Los cambios mas notables en la biosintesis de PL a partir de acetato de sodio [1-'4C],
por efecto de la hipersalinidad y de la hipertermia se muestran en la figura 14.

Para R. TAL 1000 (Fig. 14A), la concentracién de NaCl utilizada en este trabajo,
no produjo ningun efecto significativo en el marcado de los PL, sin embargo se observo
una tendencia a la disminucién en el marcado de PG (22%).

A 37°C las modificaciones mas importante en la biosintesis de los PL fue un
aumento de LPE (310%) y de PC (11%) y una disminucion de la incorporacion del
radioactivo en los PL PE (43%) y CL (29%). La combinacién de hipersalinidad e
hipertermia produjo al igual que la hipertermia, un aumento de LPE (184%) y de PC
(21%) y una disminucién de PE (41%). Ademas se observé una disminucién del PL
aniénico PG (29%).

En la cepa L115 (Fig. 14B), la concentracion de NaCl no produjo ningin efecto
significativo en el marcado de los PL. Los cambios mas relevantes producidos por la
hipertermia, ocurrieron a nivel de los PL zwiterionicos, encontrandose un aumento de la
marca en PC (50%) y DMPE (59%), y una disminucioén del marcado de PE (57%). La
combinacién de ambos estreses provoco los mismos cambios a nivel de los PL
zwiteridnicos, aumento de PC (105%) y de DMPE (22%) y disminucion del marcado de

PE (63%). Aunque en esta cepa la radioactividad correspondiente a PG no se modific
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significativamente con los estreses aplicados, se observd una tendencia a disminuir en
todas las condiciones con respecto al control.

El incremento de PC y la disminucién de PE en ambas cepas a 37°C y con la
combinacioén de hipersalinidad e hipertermia, indicarian que estos PL podrian estar
involucrados en la respuesta al estrés, jugando algin rol importante en la modificacidén
del estado fisico de la membrana frente a estos cambios. Respuestas similares han sido
informadas para la cepa nodulante de mani Bradyrhizobium SEMIA 6144, crecida bajo
condiciones de elevada temperatura y salinidad (Medeot et al, 2007). También la
participacion de PE en respuesta a diferentes factores ambientales como pH ha sido
informada para Mesorhizobium loti (Correa et al, 1999). El efecto de la temperatura de
crecimiento en la cepa termofilica Bacillus megateium, también fue estudiado y se
comprobd la participacién de PE, PL que disminuyé con el aumento de la temperatura
de crecimiento (Eisenberg y Corner, 1978).

Observando las modificaciones contrarias en los niveles de ambos PL
zwiteridnicos, PC y PE, podriamos suponer alguna relacion a nivel de sintesis de PC a
partir de PE en las dos cepas en estudio. La disminucion de PE a 37°C y con la
combinacion de ambos estreses fue a la vez acompafiada de un aumento en las
cantidades de PC como ya mencionamos anteriormente. Debido a que PE puede ser
precursor para la sintesis de PC, parte de la disminucion de PE puede verse reflejada en
el aumento del producto PC.

Para R. TAL 1000 se podria pensar, ademas, que la disminucion en los niveles
de PE, en hipertermia y en salinidad mas hipertermia, podria justificarse por el aumento
de LPE, PL que deriva de la accién de una fosfolipasa sobre PE.

En la cepa aislada L1.115, la disminucion de PE estuvo también relacionada con un
incremento en el marcado de DMPE, el cual es precursor de PC ¢ interviene en la via de
sintesis de PC, a través de metilaciones sucesivas de PE.

Por lo tanto podemos sugerir que bajo condiciones de hipertermia y la
combinacion de hipersalinidad e hipertermia, habria un remodelamiento de los lipidos
de membrana como respuesta adaptativa para soportar tales condiciones y permitir asi
que la membrana citoplasmatica de ambas cepas, se mantenga en dptimas condiciones.

A diferencia de lo informado por otros autores bajo condiciones de elevada

salinidad, en ninguna de las dos cepas en estudio se produjeron aumentos en los PL
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anionicos, PG y CL, probablemente, la concentracion de NaCl utilizada no fue
suficiente para disparar tal respuesta.

Estudios de alteracién en la cabeza polar de los PL en respuesta a la temperatura
de crecimiento han revelado marcadas diferencias entre cepas bacterianas, siendo
dificultoso describir los efectos en términos generales (Miller et al, 1986).

Las modificaciones en los niveles de los PL como respuesta adaptativa, se traducen en
un cambio de la relacion entre PL zwitterionicos (Z) (PE, DMPE, PC, LPE) y anidnicos
(A) (PG, CL) (Z/A) por lo que resulta un parametro de mucha importancia.

En las dos cepas en estudio, la relacion Z/A, aumenté en todas las condiciones
con respecto al control. Cambios en los porcentajes relativos de cada PL y en la relacion
Z/A con la temperatura de crecimiento fueron observados por Bakholdina et al (2004)
para Yersinia pseudotuberculosis. Los cambios que ocurren el R. TAL 1000 y L115
reflejan una posible alteracion en la forma de la membrana, por efecto de los estreses,
basada en el aumento de PC, PL formador de bicapa, y disminucion de PE, fosfolipido
formador de no-bicapa (Denich et al, 2003).

Todos estos resultados tomados en conjunto, indican ademas de cambios en el
marcado de los PL individuales, cambios en las relaciones metabdlicas entre ellos, las
cuales serian reguladas para mantener la estructura y las funciones de la membrana

inalteradas bajo condiciones de hipertermia para ambas cepas.
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Figura 14. Efecto de la hipersalinidad y de la hipertermia sobre la distribucién de la
radioactividad en fosfolipidos de A) R. TAL 1000y B) L115.

Las células fueron cultivadas en medio B para todas las condiciones ensayadas, con
acetato de sodio [1-'*C] (37 KBq /ml) y se cosecharon en fase exponencial tardia. Los
valores representan la media = S.E.M. de tres experimentos independientes.

CAPITULO I
Efecto de la temperatura sobre la fluidez de 1a membrana de R. TAL 1000

4.11.1. Estudio del efecto de la temperatura sobre la fluidez de la membrana de R.
TAL 1000

Los organismos poiquilotermos estdn expuestos a frecuentes cambios en las
condiciones ambientales y su supervivencia depende de su capacidad para adaptarse
a estos cambios. Modificaciones en la temperatura ambiente y las fluctuaciones de
osmolaridad provocan cambios en la fluidez de las membranas celulares. Estos cambios
son  considerados criticos parala iniciacion de las reacciones reguladoras que
finalmente conducen a la aclimatacion. El término "fluidez" (reciproco de viscosidad) se
utiliza libremente para describir el grado de desorden molecular y el movimiento dentro

de una bicapa lipidica (Cossins, 1994).
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Las células de R. TAL 1000, respondieron en el orden de minutos al incremento

de temperatura, disminuyendo los valores de polarizacion de fluorescencia, lo que se
interpreta como un aumento en la fluidez de la membrana citoplasmatica (Fig.15).
Hasta el momento se conocen dos tipos de mecanismos para ajustar este parametro. Uno
es un ajuste rdpido que se produce a los pocos segundos de ocurrido el cambio de
temperatura y el segundo es un reajuste mas lento y que podria implicar cambios en los
AG componentes de la membrana (Najjar et al, 2007). La composicion
de AG esel resultado de una suma de fendmenos complejos tendientes a mantener la
viabilidad 6ptima de lacélula bajo diversas condiciones. Por lo tanto, es
dificil entender los mecanismos de ajuste que enlazan la composicion de AGala
temperatura de crecimiento u otros factores de estrés.

El gradode insaturaciondelos AG de membranaes el factor mas
importante que influye en la fluidez de los lipidos de membrana (Cossins, 1994). Una
disminucion de la temperatura conduce a una disminucién de la fluidez de la membrana,
que resulta por ejemplo en una mayor expresion de genes desaturasas (Los y Murata,
1998). Estas enzimas introducen dobles enlaces en las cadenas de AG de los lipidos de
membrana, compensando la disminucién de la fluidez de la membrana (Murata y Wada,
1995). Como resultado, las propiedades fisicas de la membrana se restauran a su estado
original, con el mantenimiento de los gradientes idnicos apropiados y la restauracién
de las funciones de las enzimas asociadas a ella.

Los resultados encontrados en R. TAL 1000 referidos al efecto de la hipertermia
sobre la composicién y sintesis de AG, nos indican un papel destacado de los AG para
tolerar este tipo de condiciones. La modificacion de los AG podria corresponder a un
mecanismo de respuesta tardio, siendo la mas importante una disminucién en el grado
de instauracion de los AG. Este cambio lograria contrarrestar el aumento de la fluidez
de la membrana ocasionado inmediatamente la células son expuestas al cambio de
temperatura.

En este sentido, Mykytczuk et al (2010), encontraron una correlacion entre la
modificacion en la fluidez de la membrana y la composicion dc AG en Acidithiobacillus
ferrooxidans bajo condiciones de estrés por frio. En Acidithiobacillus ferrooxidans, la
disminucién de la temperatura de crecimiento hasta 15°C, provocé una disminucion de

la fluidez de la membrana y un aumento en el grado de insaturacién de los AG.
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Figura 15. Relacion entre la polarizacion de fluorescencia y la temperatura en
membranas citoplasmatica de R. TAL 1000. Las células cultivadas a 28°C fueron
expuestas a incrementos de temperatura desde 18°C hasta 40°C, (2°C/min), utilizando
DPH como sonda molecular. La linea continua muestra la regresion lineal de los datos,
los cuales son representativos de tres experimentos independientes.

CAPITULO 111

Estudio del mecanismo de sintesis de acidos grasos insaturados en R. TAL 1000 y
L115: presencia de un gen desaturasa putativo y actividad desaturasa

La manera en la que la composicion de los lipidos de membrana son alterados en
respuesta a la temperatura parece depender del mecanismo de sintesis de AG
insaturados utilizado por la bacteria (Keweloh y Heipieper, 1996). En la mayoria de las
bacterias la sintesis de AG es llevada a cabo mediante un grupo de enzimas cada una
con una funcién especifica, el conjunto de todas esas enzimas constituyen la FASasa
tipo 1I. Por medio de la via catalizada por ese complejo enzimatico, las bacterias
sintetizan AG de numero par de carbono hasta 18 dtomos de carbono principalmente

saturados (acido estedrico y acido palmitico).






La biosintesis de AG insaturados mayoritariamente cis-vaccénico (18:1A'") y
palmitoleico (16:1A°%) ocurre por la accién del producto del gen fabA cuya actividad
enzimdtica corresponde a una frans-2-decenoil-ACP isomerasa, que actiia cuando se
han sintetizado 10 unidades de carbono. Esta enzima actia transformando el doble
enlace de frans 2 a cis 3. La molécula conserva asi la doble ligadura, restando
solamente elongar el AG insaturado hasta la longitud determinada, lo que ocurre por
sucesivos ciclos de condensacion (Campbell y Cronan Jr, 2001). Ademas de esta ruta de
sintesis de AG insaturados algunos microorganismos poseen otra via denominada
aer6bica, la cual utiliza enzimas denominadas desaturasas para introducir dobles

ligaduras en AG preformados.

4.111.1. Deteccion y Amplificacion por PCR de un gen desaturasa putativo en R.
TAL 1000 y L115

El analisis del genoma de E. meliloti 1021, revela la presencia de un gen fabA
que codifica para una enzima trans-2-decenoil -ACP isomerasa. Esta enzima podria ser
la responsable de la sintesis del principal AG, 18:1A", sin embargo en su genoma se
encuentra también un gen que podria codificar para una enzima desaturasa.

Refiriéndonos a los rizobios, la via aerdbica de AG no ha sido descripta, sin
embargo en las bases de datos en las que se encuentran disponibles los genomas de
muchos de ellos, secuencias de genes desaturasas putativos, estan presentes.

La Figura 16 muestra el gel de agarosa de los productos de PCR, utilizando
como molde ADNg de E. meliloti 1021, R. TAL 1000 y L115 y oligolinucleé6tidos
disefiados a partir de secuencias consenso de diferentes posibles desaturasas de rizobios
presentes en la base de datos del NCBI. A partir del ADNg de R.TAL 1000 y L115 se

logré amplificar un segmento de aproximadamente 1000 bp.
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1000 bp

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa, impregnado con BrEd, de los productos de
amplificaciéon por PCR.

Los oligonucledtidos utilizados fueron disefiados a partir del alineamiento de las
secuencias de varios genes desaturasas putativos de cepas de rizobios. 1) Marcador de
peso molecular, del 2 al 4, productos de PCR de E. meliloti 1021 (control positivo),
R TAL 1000y L115, respectivamente.

4.I11.2. Secuenciamiento parcial del producto de PCR de R. TAL 1000, L115 y uso
de BLASTn

El producto de PCR correspondientc a R. TAL 1000 y L115 fue enviado a
secuenciar y una vez obtenida la secuencia parcial y mediante el uso de BLASTn se
obtuvo el alineamiento de la secuencia del fragmento de 1000 bp con las secuencias de
la base de datos no redundante del GenBank. Dicho alineamiento indicé que ambos
fragmentos poseen 98% de identidad con el gen fatty acid desaturase (desaturasa de
AQG), presente en el plasmido pSymA de E. meliloti 1021. Ademas las secuencias
obtenidas resultaron ser idénticas entre ellas y poseen un elevado porcentaje de
identidad con otras enzimas desaturasas de bacterias diferentes, como se muestra en la

Tabla S.
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Tabla 5. Comparacion de la secuencia de nucledtidos del gen desaturasa putativo de R.
TAL 1000 y L115 con las secuencias de la base de datos no redundante del GenBank.

Microorganismo % Identidad N° acceso NCBI

Ensinfer meliloti 1021 98 AAK64726
Ensinfer medicae 87 ABR63937
Mesorhizobium loti 64 BAB50163
Rhodopseudomonas palustris 58 ABJ05573

4.I11.3. Medicion de la actividad de la enzima desaturasa en R. TAL1000 y L115,

utilizando como sustratos 16:0 [I-MC] y 18:0 [I-MC]

La capacidad de desatuacion de un organismo puede ser comprobada utilizando
AG radioactivos y midiendo la producciéon de AG de mayor grado de insaturacion. Esta
es una técnica que ha sido utilizada desde hace varios afios. Asi la desaturacidn in vivo
de los AG 16:0 y 18:0 radioactivos fue detectada para las bacterias Gram negativas,
Alcaligenes faecalis (Ghanekar y Nair, 1973) y Pseudomonas sp. cepa E-3 (Wada et al,
1989).

En este trabajo de tesis hemos utilizado AG radioactivos agregados al medio de
cultivo de R. TAL 1000 y L115. En la figura 17 se puede observar la distribucién de la
radioactividad en los diferentes tipos de AG de ambas cepas cuando la actividad
desaturasa fue medida mediante el uso de los precursores 16:0 y 18:0 radioactivos.

Cuando se utiliz6 16:0 [l—MC] un 65% para R. TAL 1000 y un 55% para L115
de la radioactividad fue incorporada en la fraccion AG monoinsaturados, mientras que

14
cuando se us6 18:0 [1- C], un 45% para R. TAL 1000 y un 65% para L115 de la marca
fue recuperada en la fraccién monoinsaturados. Estos resultados sugieren fuertemente

que ambas cepas rizobiales son capaces de utilizar los AG 16:0 y 18:0 exdgenos y
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desaturarlos hasta AG monoinsaturados mediante un mecanismo aerébico mediado por
enzimas desaturasa.

En los ultimos afios resultados publicados en revistas internacionales han
sentado bases significativas sobre la existencia de la actividad desaturasa en bacterias
Gram negativas (Zhu et al, 2006; Li et al, 2008 y 2009). Dichos resultados fortalecen a
los hallados afios atrds y justifican la idea de que este tipo de enzimas se encuentran mas
ampliamente distribuidas en el mundo bacteriano, de lo que se pensaba en un primer
momento.

Los resultados obtenidos en esta tesis, brindan los primeros datos certeros sobre
la presencia de un mecanismo aerdbico de sintesis de AG monoinsaturados en rizobios
nodulantes de mani.

Otro resultado para destacar es que a diferencia de R. TAL 1000, en la cepa
LL115 un importante porcentaje de radioactividad, 19%, fue recuperado en la fraccién
AG poliinsaturados, cuando se utilizo el sustrato radioactivo 16:0 y 22% cuando se
utilizd el sustrato radioactivo 18:0. Estos resultados podrian indicar que esta cepa posee

enzimas responsables de la sintesis de AG con més de una doble ligadura.
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Figura 17. Distribucion de la marca radioactiva en los diferentes AG de R TAL 1000

(A)y L115 (B), utilizando los precursores radioactivos 16:0 [1- C]y 18:0 [1-'C].

Los FAME fueron separados de acuerdo al grado de insaturacion usando placas de TLC
impregnadas con 10% AgNO;. [.os resultados estan expresados como porcentaje de la
radioactividad total incorporada en cada fraccion de AG. Los valores representan la
media £ S.E.M. de tres experimentos independientes.
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CAPITULO IV

Desaturacion en R. TAL 1000 y L.115 y su papel en la adaptacion a condiciones de

hipertermia

4.1V.1. Efecto de la temperatura de crecimiento sobre la desaturacion de los AG

16:0 [1-'C] y 18:0 [1- 'C] en R. TAL 1000 y L115

La composicion de AG de un microorganismo estd determinada por las
actividades de las enzimas implicadas en su biosintesis (Wallis y Browse, 2002).Como
mencionamos anteriormente, muchos informes indican que condiciones de estrés
ambiental, como frio, calor, sequia y salinidad inducen cambios en la composicion de
AG, alterando principalmente el grado de insaturaciéon de los mismos. Las enzimas
desaturasas son capaces de modificar el nimero de dobles ligaduras presentes en los
AG, por lo que su actividad es a menudo regulada por un gran nimero de condiciones
ambientales (Saito et al, 2005).

El aumento de la temperatura de crecimiento produjo cambios importantes a
nivel de los AG monoinsturados en las cepas R. TAL 1000 (Fig. 18A) y L115 (Fig.
18B). Cuando se utilizd el precursor 16:0 radioactivo (Fig. 20Ai1), el cambio mas
signifcativo evidenciado en R. TAL 1000, fue una disminuciéon de 53% de la
incorporacién de la marca radioactiva en la fraccion de AG monoinsaturados y un
aumento de 175% en la fraccion de AG saturados, por efecto de la hipertermia.

Sorpresivamente para L.115 creciendo con el sustrato radioactivo 16:0, la
temperatura de crecimiento no modificd la incorporacion de la marca radioactiva en las
diferentes fracciones de AG (Fig. 18Bi).

Resultados similares a los hallados con 16:0 fueron observados para R. TAL
1000 cuando el sustrato radioactivo utilizado fue 18:0 (Fig. 18Aii). Se observé una
disminucién de 21% de la incorporacion de la marca radioactiva en la fraccion de AG
monoinsaturados y un aumento de 13% en la fraccion de AG saturados, por efecto de la
hipertermia. En la cepa L115, la temperatura de crecimiento si provoco cambios en la
desaturacion del AG radioactivo 18:0 (Fig. 18Bii), observandose una disminucién de
15% de la incorporacidn de la marca radioactiva en la fraccion de AG monoinsaturados

y un aumento de 100% en la fraccion de AG saturados, por efecto de la hipertermia.
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Los AG monoinsaturados tienen profundos efectos sobre la
fluidez y la funcién de las membranas bioldgicas. Microorganismos, plantas y animales
pueden regular la sintesis de AG monoinsaturados durante el cambio en las condiciones
del medio ambiente (Aguilar y de Mendoza, 2006). El mecanismo de control térmico
de la biosintesis de AG insaturados ha sido extensamente caracterizado en E. coli. En
este microorganismo, que no posee enzimas desaturasas, la sintesis del AG insaturado
(18:1A”) estd verdaderamente aumentada por efecto de bajas temperaturas de
crecimiento. Esta respuesta regulatoria es una de las propiedades de una proteina
especifica para la sintesis de AG: B-ketoacil-acil carrier protein (ACP) que forma parte
del sistema sintetasa II (mecanismo anaerdbico), responsable de convertir palmitoleico
(16:1A%) en 18:1A". Esta enzima esta presente a todas las temperaturas pero es mas
activa a bajas temperaturas que a elevadas temperaturas. Bacillus, que si posee un
sistema de desaturacion aerdbico, tiene un mecanismo diferente para regular la sintesis
de AG insaturados en respuesta a bajas temperaturas. Esta respuesta adaptativa fue
caracterizada in vivo en Bacillus subtilis, bacteria que sintetiza 16:1A° por medio de una
enzima desaturasa, s6lo a bajas temperaturas de crecimiento (Aguilar et al, 1998).
Dictyostelium, es capaz de modificar la proporcion del AG 18:2 por efecto de la
temperatura de crecimiento, modificando la actividad de la A® desaturasa (Saito et al,
2005).

En esta tesis doctoral encontramos que para ambas cepas rizobiales la actividad
desaturasa medida in vivo con diferentes precursores radioactivos estuvo controlada por
la temperatura de crecimiento. A 37°C, tanto R. TAL 1000 como L115 (s6lo para 18:0
como precursor) presentan menor actividad desaturasa, sintetizando menor cantidad de
AG monoinsaturados. Estos resultados podrian explicar en parte por qué a 37°C
encontramos una composicion de AG con menor cantidad de AG monoinsaturados y

menor grado de insaturacion.
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Figura 18. Efecto de la temperatura sobre la distribucion de la marca radioactiva en los
diferentes AG de R. TAL 1000 (A) y L115 (B) utilizando los precursorcs radioactivos
16:0 (i) y 18:0 (ii).

Los AG radioactivos fueron agregados al medio de cultivo al momento de la
inoculacion. L.os FAME fueron separados de acuerdo al grado de insaturacién usando
placas de TLC impregnadas con 10% AgNOs. Los resultados estan expresados como
porcentaje de la radioactividad total incorporada en cada fraccion de AG. Los valores
representan la media = S.E.M. de tres experimentos independientes.
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CAPITULO V

Secuenciacion completa del gen desaturasa putativo de R. TAL1000 y
sobreexpresion del mismo en E. coli. Caracterizacion bioquimica y funcional

La creciente cantidad de secuencias de diferentes genes pertenecientes a un sin
numero de organismos, cargadas en diferentes bases de datos, hace necesario el estudio
de las vias metabdlicas en las que estan involucrados con el fin de poder asignarles una
funcién verdadera basada en pruebas bioquimicas. Es por ello que en los tltimos afios
este tipo de metodologias ha empezado a tener mas expansion. En el afio 2009, el rol de
la posible enzima desaturasa de la cepa Pseudoalteromonas sp. MLY 15, fue confirmado
mediante la combinacién de ensayos de biologia molecular y bioquimicos (Li et al,
2009

Es por ello que en esta tesis y para comprobar la funcion del gen desaturasa

putativo de R. TAL 1000, se abord¢ el estudio bioquimico y molecular.

4.V.1. Clonado y secuenciacion completa del gen desaturasa putativa de R. TAL
1000

El gen desaturasa putativo perteneciente a R. TAL 1000 fue amplificado por
PCR y clonado por medio de técnicas basicas de biologia molecular dentro del vector de
expresion pET17b. Esta construccion fue utilizada para transformar a la cepa E. coli
BL21. Una colonia portadora de dicha construccién fue nombrada como E. coli BL21
pET-des TAL y utilizada para los ensayos de sobreexpresion. De esta misma colonia se
purificé por medio de un kit comercial el plasmido conteniendo el gen desaturasa y esta
muestra fue enviada a secuenciar usando los oligonucleétidos universales para obtener
la secuencia completa del gen de R. TAL 1000. Exactamente la misma metodologia fue
utilizada para clonar el gen desaturasa putativo de £. meliloti 1021. La cepa de E. coli
transformada con este gen fue nombrada como E. coli BL21 pET-des Em y también fue

utilizada en los ensayos de sobreexpresion.

90






ATGAGCGCACATGTCTATCCACCCGCTTCACTCGTTGAAGACAATGCTGGAGCGTGG
TTGAAGACGCTGGCTAAATACCGGCAGCCCCGCCTGGGGCGTAGCGCCTTCGAACTG
TTCGTCACTCTCGTCCCTTTCGCCATCTTCTGGGCAGCGGCCTGCTTTTCGCTGGCC
AACGGCTTCTGGCCCGGGCTGATTGCAATCCTTCCTGCCAGCGCCTTTCTGCTCCGA
TTGTTCATGATCCAGCACGATTGCGGCCACGGCTCGTTTTTCTCCCGTCGTGGGCTC
GATGACTGGACCGGCCGCCTGCTCGGGGTCCTGACCCTGACCCCTTACGATTATTGG
AGGCGTGCGCATGCCGCCCATCATGCGACTGCAGGTAATCTCGACGAACGCGGGGTT
GGTGACATCACCACGCTGACGATTACCGAATACTGTGCCCTTTCGCCGATCAAACGC
CTCGGCTACCGGCTGTACCGGCACCCGCTTGTCATGTTCGGGATCGGGCCGGCCTGG
CTCTTTCTGTTCAAGCAGCGCCTGCCGTTCGGAATGATGAACTCGGGTGCTCTGCCA
TGGATTTCGACCATGGCGACGAATTTTGCGATCGTCACGCTGGCCGCCTTGATGGTT
TGGGCCGTCGGTTTGGGAACGTTTCTCCTGATCCATCTTCCGGTCGTGCTGCTCGCA
GGTGCAGCCGGCGTTTGGCTCTTTTATGTGCAGCACCAGTTCGAGGAGACCCACTGG
TCGGCGGGCGAGGATTGGCGGTTTCCCCAGGCGGCGCTGCATGGCGCCTCGCATTAC
GATCTTCCGCCGGTGCTGCGGTGGCTCACTGGCAATATCGGCATCCATCACGTGCAC
CACCTGTCCAGCCGGATTCCGTACTACCGTCTGCCGGAAGTACTGCGTGACCATCCG
CAACTTGCCGGCATCGGTCGGATCACCCTGTGGGACAGCCTCAAATGCGTCAGGCTC
GTGCTCTGGGACGACCGGCGCCGGAGGCTAGTTTCATTCCACGACGCCGCTGGGTCG
CTGCGCCGCTCCCTTACTGAAGATGGACGAARAGACGAAGTAA

Figura 19. Secuencia completa del gen desaturasa putativo de Rhizobium TAL 1000
homologo al de Ensinfer meliloti 1021.

La figura 19 muestra la secuencia completa de nucledtidos del gen desaturasa
putativo de R. TAL 1000. Esta secuencia ha sido depositada en la base de datos del
GenBank con el nimero de acceso (AEQ32060.1). Mediante el uso de BLASTn se
obtuvo el alineamiento de la secuencia del fragmento clonado con las secuencias de
otras desaturasas que se encucntran en la base de datos no redundantie del GenBank.
Dicho alineamiento indica que el fragmento clonado posee 100% de identidad con el
gen desaturasa putativa de £. meliloti 1021, cuya secuencia estd tambicn presente en la

base de datos Gen Bank.
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4.V.2. Comparacion de Ia secuencia deducida de aminoacidos de la posible enzima
desaturasa de R. TAL 1000 con las secuencias disponibles en las bases de datos

El analisis de las secuencias de aminoacidos deducidas de posibles enzimas
desaturasas de diferentes cepas de rizobios revela que en ellas existen algunas
sustituciones de aminoacidos diferentes (Fig. 20). Sin embargo todas presentan los
clasicos motivos histidina consenso de las enzimas desaturasas de AG de membrana (Li
et al, 2009), caracteristica que comparten con la A° acil-lipido desaturasa de la bacteria
Gram positiva, Bacillus subtilis, 1a cual ha sido ampliamente estudiada (Aguilar et al,

1998).
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Figura 20. Comparacion de las secuencias de deducidas, de proteinas homologas a
desaturasas de diferentes cepas de rizobios. Los box histidina consenso estan
recuadrados con color rojo. El alineamiento se realizo utilizando las herramientas
ClustalW 2.0.8 y BOXSHADE 3.21.

TAL: Rhizobium TAL 1000, meliloti: Ensinfer meliloti 1021, medicae: Ensinfer
medicae, loti: Mesorhizobium loti y subtilis: Bacillus subtilis.
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4.V.3. Sobreexpresion del gen desaturasa putativo de R. TAL 1000 homélogo al
gen desaturasa putativo de E. meliloti 1021 en E. coli

Con el propdsito de asignar a este gen una verdadera funcién en el metabolismo
de lipidos y confirmar los datos ya obtenidos en la cepa portadora del mismo,
enfocamos el estudio tanto a nivel molecular como a nivel bioquimico. Para ello los
genes desaturasa putativos de R. TAL 1000 y E. meliloti 1021 fueron sobreexpresados
en la cepa hospedadora E. coli BL21. Para confirmar el resultado de la sobreexpresion
se realizaron geles de SDS-PAGE con extractos proteicos totales (Fig.21), encontrando

una banda de sobreexpresion de aproximadamente 46 kDa.
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Figura 21. Sobreexpresién de la posible enzima desaturasa de R. TAL 1000 y E.
meliloti 1021 en E. coli, examinada por SDS-PAGE.

E. coli BL21 pET, E. coli BL21 pET-des TAL y /. coli BL21 pET-des Em fueron
inducidas con 0,1mM de IPTG por 1 hora, luego el extracto proteico total fue obtenido
y 30 pg del mismo utilizado para ser resuelto por SDS-PAGE 10%.

Linea 1: marcador de peso molecular, linea 2-4: extractos proteicos totales de: E. coli
BL21 pET (linea 2), E. coli BL21 pET-des TAL (linea 3) y E. coli BL21 pET-des Em
(linea 4). Las flechas indican las bandas de sobreexpresion.
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4.V 4. Estudio de la composicion de AG de las cepas de E. coli transformadas

La composicién de AG de las cepas E. coli BL21 pET, E. coli BL21 pET-des
TAL y E. coli BL21 pET-des Em fue examinada por cromatografia gaseosa y se puede
observar en la tabla 6. La cepa E. coli BL21 pET contiene como principales AG
monoinsaturados 16:1, 18:1 y como principal AG saturado 16:0 y pequefias cantidades
de 18:0.

En cuanto a las cepas E. coli BL21 pET-des TAL y E. coli BL21 pET-des Em,
se encontraron diferencias significativas con respecto a la cepa control pET
principalmente a nivel de los AG monoinsaturados: 16:1 y 18:1. La cepa de E. coli
portadora del gen desaturasa de R. TAL 1000 presento cantidades incrementadas de sus
dos AG monoinsaturados, asi 16:1 aumentd 46%, mientras que 18:1 aumento 38%.
Resultados similares fueron obtenidos para la cepa de E. coli portadora del gen
desaturasa de E. meliloti 1021, observandose un aumento de 35% del AG 16:1 y de 34%
del AG 18:1. Otro resultado significativo fue que ambas cepas de E. coli transformadas
con los respectivos genes desaturasa, presentaron menores proporciones de los AG
saturados. Asi 16:0 disminuy6 29% para E. coli BL21 pET-des TAL y 25% para E. coli
BL21 pET-des Em, mientras que el AG 18:0 disminuy6 56% para E. coli BL21 pET-
des TAL y no pudo ser detectado para E. coli BL21 pET-des Em.

Estos datos nos indican que los dos AG saturados estan siendo utilizados como
sustratos por las cepas para transformarlos en AG monoinsaturados y nos indican que la
enzima de R. TAL 1000 y E. meliloti 1021, heter6logamente expresada estaria
relacionada con la sintesis de AG monoinsaturados. Resultados similares fueron
reportados por Li et al, 2009 quienes clonaron y sobreexpresaron un gen desaturasa
putativo de la bacteria Gram negativa Pseudoalteromona sp. La composicién de AG de
la cepa de E. coli transformada con el gen de esta bacteria, resulté tener cantidades

elevadas del AG 16:1, asignandole a este gen la funcidn de desaturasa de AG.
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Tabla 6. Composicion de AG de las diferentes cepas de E. coli transformadas.

Cepa de E. coli AG (%)

16:0 16:1A° 18:0 18:1(AM+A%)
pET 44.7+0.6 17.0£2.0 7.50+0.5 32.0+3.0
pET-des TAL  31.5x0.7 26.0+£2.5" 3.30+0.17 39.1+1.0°
pET-des Em 33.6+1.6" 23.0+4.0° ND ¢ 43.2+4.5"

Células de E. coli BL21 pET, E. coli BL21 pET-des TAL y E. coli BL21 pET-des Em
fueron cultivadas a 37°C, inducidas con 0,1mM de IPTG por 1 h. Luego las biomasas se
cosecharon y se utilizaron para extraer los lipidos totales. A partir de los mismos se
obtuvieron los FAME los cuales fueron separados e identificados por GC. Los valores
representan la media + S.E.M. de tres experimentos independientes.

*: Estadisticamente diferente al control (pET) con un valor de P<0,05.

§: No detectado.

Las enzimas desaturasas capaces de sintetizar 16:1 A’ y 18:] A’ se denominan en
la literatura como A9 desaturasas, ya que son capaces de colocar la doble ligadura entre
el carbono 9 y 10 de la cadena acilo. En este trabajo de tesis encontramos que cuando el
gen desaturasa putativo de R. TAL 1000 fue expresado en E. coli, se observaron
cantidades elevadas de 16:1 A? respecto al control. La columna cromatografica con la
que contdbamos nos impedia separar los isémeros del AG 18:1 (A9 y A" para poder
comprobar si el AG 18:1 A’ estaba presente o no en las cepas de E. coli transformadas.

Por este motivo realizamos una nueva experiencia para evaluar la composicion
de AG en las cepas de E. coli control y transformadas, utilizando un cromatégrafo de
gases acoplado a una columna con mayor resolucién. Estos resultados se pueden

observar en la Tabla 7.
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Tabla 7. Composicion de AG de las diferentes cepas de E. coli transformadas.

Cepa de E. coli AG (%)

14:0 16:0 16:1 A’ 18:0 18:1A" 18:1A°

10,3£0,8  57,0+0,6 5,50+0,8 14,8+1,5 12,3+1,0 ND*

pET-des TAL  6,20£0,7 51,3x1,7  9,20x1,5"  530+0,6° 18,0£1,0° 10,0£0,9°
pET-des Em 3,50£0,5 44,5+1.6° 17,0620  4,00£0,7  26,0£2,5  5,00,6

Células de E. coli BL21 pET, E. coli BL21 pET-des TAL y E. coli BL21 pET-des Em
fueron cultivadas a 37°C, inducidas con 0,1mM de IPTG por 12 h. Luego las biomasas
se cosecharon y se utilizaron para extraer los lipidos totales. A partir de los mismos se
obtuvieron los FAME los cuales fueron separados e identificados por GC. Los valores
representan la media + S.E.M. de tres experimentos independientes.

*. Estadisticamente diferente al control (pET) con un valor de P<0,05.

§: No detectado.

Cabe aclarar que en esta nueva experiencia los porcentajes de los diferentes AG
presentes en las cepas, varian con respecto a los obtenidos anteriormente. Esto podria
deberse a que las células fueron cosechadas en fase estacionaria para permitir a las
mismas alcanzar un porcentaje importante de 18:0 (segin datos bibliogrificos), el cual
es el sustrato que la enzima desaturasa puede convertir en 18:1A°. De esta experiencia
se desprende que las células de E. coli transformadas con los genes desaturasa de R.
TAL 1000 y E. meliloti 1021, a diferencia de la cepa control, presentan un nuevo pico
cromatografico, que se corresponde con el tiempo de retencion para el AG 18:1 A®. Este
nuevo AG formado por E. coli BL21 pET-des TAL y E. coli BL21 pET-des Em,
fortalece los resultados anteriores e indica fuertemente que la funcidn de este gen es el
de una A9 desaturasa, capaz de desaturar tanto 16:0 como 18:0 hasta los AG

monoinsaturados 16:1 A’y 18:1 A° respectivamente.

4.V.5. Determinacion de la actividad desaturasa en las cepas de E. coli
transformadas

Para confirmar la actividad desaturasa de las cnzimas recombinantes, AG 16:0

4
[]—] Cly 18:0 [1-14C] fueron utilizados como precursores. Cuando 16:0 fue agregado
al medio (Tabla 8), las cepas transformadas incorporaron una importante cantidad de
radioactividad en la fraccion de AG monoinsaturados comparado con la cepa control,

(17,5% para E. coli BL21 pET-des TAL y 19% E. coli BL21 para pET-des Em).
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Cuando el sustrato empleado fue 18:0 radioactivo (Tabla 9), E. coli BL21 pET-des TAL
incorpor6 un 12,7% de radioactividad en la fraccion de AG monoinsaturados y E. coli
BL21 pET-des Em un 12%.

A diferencia de las cepas E. coli BL21 pET-des TAL y E. coli BL21 pET-des
Em, la cepa E. coli BL21 pET, no fue capaz de desaturar los AG radioactivos utilizados
como sustratos, ya que la mayor cantidad de la radioactividad permanecio en la fraccion
de AG saturados. Este resultado es muy importante ya que permite el uso de la bacteria
E. coli como buen hospedador para expresar este tipo de genes y proporciona
confiabilidad a los resultados obtenidos.

Estos resultados conjuntamente con los obtenidos para la cepa nativa de R. TAL
1000, confirman la presencia de un sistema de desaturacion mediado por enzimas
desaturasas en este tipo de microorganismo nodulante de mani. Ademas fortalece la
asignacion correcta de la funcion del gen desaturasa putativo de E. meliloti 1021 cuya

secuencia se encuentra en la base de datos.

Tabla 8. Distribucion de la marca radioactiva en los diferentgs AG de las cepas de E.
coli transformadas, utilizando el precursor radioactivo 16:0 [1- C].

Acidos Grasos E. coli BL21- E. coli BL21- E. coli BL21-
(%) pET pET des Em pET des TAL
Poliinsaturados 35+0,2 5,40+ 0,1 4,60+ 0,1
Monoinsaturados 1,3+0,1 19,0 +0,4" 17,5+ 0,5
Saturados 952+0,5 75,5+0,5 77,7+0,7"

Células de E. coli BL21 pET, E. coli BL21 pET-des TAL y E. coli BL21 pET-des Em,
fueron cultivadas a 37°C, inducidas con 0,1mM de IPTG por 1 h. Luego las biomasas se
cosecharon y se utilizaron para extraer los lipidos totales. A partir de los mismos se
obtuvieron los FAME, los que fueron separados de acuerdo al grado de insaturacion
usando placas de TLC impregnadas con 10% AgNOs. Los resultados estdn expresados
como porcentaje de la radioactividad total incorporada en cada fraccién de AG. l.os
valores representan la media £ S.E.M. de tres experimentos independientes.

*: Estadisticamente diferente al control (pET) con un valor de P<0,05.
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Tabla 9. Distribucion de la marca radioactiva en los diferentef AG de las cepas de E.
1
coli transformadas, utilizando el precursor radioactivo 18:0 [1- C].

Acidos Grasos E. coli BL21- E. coli BL21- E. coli BL21-
(%) pET PET des Em pET des TAL
Poliinsaturados 5,4 £ 0,60 5,20+ 0,2 5,80+ 0,4
Monoinsaturados 1,5+ 0,05 12,0 + 1,0* 12,7+ 0,2*
Saturados 92,6 £ 0,4 82,8 +0,8* 81,3+ 0,3*

Células de E. coli BL21 pET, E. coli BL21 pET-des TAL y E. coli BL21 pET-des Em,
fueron cultivadas a 37°C, inducidas con 0,1mM de IPTG por 1 h. Luego las biomasas se
cosecharon y se utilizaron para extraer los lipidos totales. A partir de los mismos se
obtuvieron los FAME, los que fueron separados de acuerdo al grado de insaturacion
usando placas de TLC impregnadas con 10% AgNOs. Los resultados estidn expresados
como porcentaje de la radioactividad total incorporada en cada fraccion de AG. Los
valores representan la media = S.E.M. de tres experimentos independientes.

*: Estadisticamente diferente al control (pET) con un valor de P<0,05.

CAPITULO VI

Efecto del shock térmico sobre la composicion de acidos grasos, la actividad

desaturasa y la expresion del gen desaturasa de R. TAL 1000

4.V1.1 Efecto del shock térmico sobre la composicion de AG de R. TAL 1000

Debido a que encontramos que la fluidez de la membrana de R. TAL 1000
aumento por el incremento de la temperatura (Fig. 15) y que este efecto se evidencié en
tiempos muy cortos, enfocamos el estudio del efecto del shock térmico para conocer el
tiempo que tardan las células en cambiar y adaptar su composicion de AG. Encontramos
que a las dos horas luego de producido el shock térmico, las células fueron capaces de
modificar sus AG constitutivos (Tabla 10).

Al igual que en los experimentos de crecimiento a 37°C, se encontré un cambio

a nivel del AG 18:1(A'"+A%), el cual disminuy6 desde 69% a 42%, mientras que ¢l AG
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18:0 aument6 desde 19% a 30.8%. Otras modificaciones fueron: el aumento del AG
19:0 ciclopropano desde 4.5% a 15.7% y del AG 20:3 desde 11.5% a 28.3%. Estas
modificaciones afectaron principalmente el grado de insaturacion lo que produjo un
cambio en la relacidén U/S que decrecié desde 2.6 a 0.82. Esto representa un 83% del
cambio que ocurre cuando las células crecen a 37°C durante 24 h. Hallazgos similares
fueron informados para E. coli expuesta a shock térmico por 1h (Mejia et al, 1999).

Los resultados expuestos arriba, nos indican que las células de R. TAL 1000
tardan 2 h en cambiar la composicion de AG luego de producido el shock térmico. Este
seria uno de los posibles mecanismos adaptativos que utiliza esta bacteria para

contrarrestar el cambio en la fluidez de la membrana.

Tabla 10. Efecto del shock térmico sobre la composicion de AG de R. TAL 1000.

AG (%)
16:0 18:0 18:1(A"+ 19:0ciclo 20:3 U/S
A%)

Tiempo de
shock
térmico (h)

0 6.9+0.4 19.0+0.7 69.0+4.0 4.50+0.1 11.5£1.5 2.6

2 11.2+0.8 30.8+4.7* 42.1+£7.5* 15.7+£1.2%* 28.3+0.3* 0.82

Células de R. TAL 1000 fueron cultivadas 16 h a 28°C, luego los cultivos fueron
transferidos 2 h a 37°C para aplicar el shock térmico. Las biomasas se cosecharon y se
utilizaron para extraer los lipidos totales. A partir de los mismos se obtuvieron los
FAME los cuales fueron separados e identificados por GC. Los valores representan la
media + S.E.M. de tres experimentos independientes.

*: Estadisticamente diferente al control (Oh) con un valor de P<0,05.
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4.V1.2. Efecto del shock térmico sobre la sintesis de AG en R. TAL 1000, utilizando
diferentes sustratos radioactivos

El grado de insaturacion de los AG de diversos organismos, es un parametro que
es modificado en funcidn de la temperatura de crecimiento. Las enzimas desaturasas
pueden tener un papel importante en la regulacién de este parametro frente a cambios en
la temperatura del medio, determinando asi la capacidad del microorganismo de
adaptarse.

En el caso de R. TAL 1000 el efecto del shock térmico (37°C) durante 2 h
provoco cambios en la desaturacion de los AG radioactivos 16:0 y 18:0 (Tabla 11). Se
evidencié una disminucion del 32% de la recuperacion de la radioactividad en la
fraccion AG monoinsaturados por efecto del shock térmico cuando el sustrato utilizado
fue 18:0 [1-14C] y de un 15% cuando el sustrato utilizado fue 16:0 [1-'*C]. Cuando
acetato de sodio radioactivo fue utilizado como sustrato, encontramos también una
disminucién del 30.5% de la incorporacion de la radioactividad en la fraccion AG
monoinsaturados, por efecto del shock térmico.

Fatiha et al (1998) observaron el mismo efecto del shock térmico sobre la
biosintesis de AG en Brassica napus, postulando una inhibicion de la estearoil-ACP
desaturasa.

Estos resultados sugieren que la via aerdbica de sintesis de AG insaturados
mediada por desaturasas en R. TAL 1000, estaria siendo regulada por efecto del choque
térmico, coincidente con los resultados obtenidos en los ensayos de crecimiento a 37°C.
Esta regulacion se produciria aproximadamente a las dos horas de provocado ¢l cambio
de la temperatura y de esta forma se reduciria la sintesis de AG monoinsaturados como

mecanismo compensatorio del aumento en la fluidez de la membrana de R. TAL 1000.
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Tabla 11. Efecto del shock térmico sobre la sintesis de AG en R. TAL 1000, utilizando
diferentes sustratos radioactivos.

Fraccion de AG Poliinsaturados Monoinsaturados Saturades
(%)
Tiempo de shock 0 2 0 2 0

Sustrato

Radioactivo

Acetato de sodio 16.5+1.05 17.6+0.90 73.0+1.10 50.7£0.30* 9.50+0.5 29.0+2.0*

16:0

18:0

11.2+0.65 7.40+0.33 23.6+0.90 20.0+£0.25*  65.0+£0.8 72.5+0.5*

8.20+0.30 9.40+0.70 18.5+0.50 12.6+0.60*  73.0+0.1 78.0+1.0*

Acetato de sodio [l?TC] y los AG 16:0 [1-]4C] y 18:0 [1—14C] fueron agregados al
medio de cultivo al momento de la inoculacién, luego de 16 h de crecimiento a 28°C,
los cultivos fueron transferidos 2 h a 37°C para aplicar el shock térmico.

Los FAME fueron separados de acuerdo al grado de insaturacion usando placas de TLC
impregnadas con 10% AgNO;. Los resultados estan expresados como porcentaje de la
radioactividad total incorporada en cada fraccion de AG. Los valores representan la
media + S.E.M. de tres experimentos independientes.

*: Estadisticamente diferente al control (Oh) con un valor de P<0,05.

4.V1.3. Efecto del shock térmico sobre la expresion de Ia enzima desaturasa de AG
de R. TAL 1000

Las enzimas desaturasas de AG estan sometidas a diferentes tipos de regulacion.
La temperatura es uno de los principales factores ambientales quc regulan la actividad
de estas enzimas, contribuyendo a mantener la fluidez de las membranas bioldgicas
(Los y Murata, 1998; Hernandez et al, 2011).

En R. TAL 1000, se evalud el efecto del shock térmico sobre la expresion de la
enzima desaturasa utilizando RT-PCR y western blot, empleando cl anticuerpo contra la
A’ desaturasa de rata (Fig.22). El shock térmico aplicado durante 2 h (Fig. 22(1)) no
provocd modificaciones ni en la expresion del gen desaturasa de R. TAL 1000, ni en la
cantidad de la proteina desaturasa. Sin embargo, un cambio en la intensidad de la banda

tanto de RT-PCR como de western, fue observado a las 24 h de crecimiento a 37°C (Fig.
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22(2)). Ello indica que se necesitan mas de 2h a 37°C para evidenciar un cambio en la
expresion y la cantidad de la enzima desaturasa de R. TAL 1000.

Se conoce que bajas temperaturas provocan la induccion de la expresion de
genes desaturasa (Aguilar et al, 1999), mientras que elevadas temperaturas tienen el
efecto contrario (Hernandez et al, 2011). Aunque el mecanismo molecular por el cual la
temperatura regula la desaturacion de los AG no es muy conocido, existen hipotesis
diferentes: una de ellas es que la temperatura podria regular las desaturasas a nivel de la
expresion de los genes y como consecuencia la cantidad de dicha proteina. Este
efecto se ha observado para diferentes desaturasas de plantas (Madi et al, 2003; Vega et
al, 2004; Kargiotidou et al, 2008; Teixeira et al, 2009; Teixeira et al., 2010). Por otro
lado, otra manera de regular la actividad desaturasa por la temperatura es usando
mecanismos post-transcripcionales, como ha sido descrito para FAD3 en las raices de
trigo (Horiguchi et al, 2000), para FADS en hojas de Arabidopsis (Matsuda et al, 2005),
y paraFAD2-1 en semillas de soja(Tang et al, 2005).Finalmente, la
temperatura podria regular la actividad desaturasa mediante la variacion
de la disponibilidad de sustrato.

En el caso de R. TAL 1000, la regulacion de la actividad de la enzima desaturasa
a las dos horas de shock térmico no implicaria cambios en la expresion génica. Este tipo
de regulacion esta descripto como un mecanismo a largo plazo que seria lo que ocurre
en R. TAL 1000 a las 24 h de crecimiento a 37°C. Debido a que a las dos horas de shock
térmico la actividad de la enzima desaturasa medida in vivo (Tabla 11), fue modificada,
es probable que otro mecanismo de regulacion mas rapido, por ejemplo modificaciones
post-transduccionales o disponibilidad de sustrato, pueda estar presente en R. TAL

1000.
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Figura 22. Efecto del shock térmico (1) y la temperatura de crecimiento (2) sobre la
expresion de la enzima desaturasa de R. TAL 1000 analizado por medio de RT-PCR (A)
o por western blot (B).

Células de R. TAL 1000 fueron cultivadas 24 h a 28°C y 37°C (para evaluar el efecto de
la temperatura de crecimiento). Para los estudios de shock térmico las células crecieron
16 h a 28°C, luego los cultivos fueron transferidos 2 h a 37°C para aplicar el shock
térmico, las biomasas se cosecharon y se obtuvo el ARN y la fraccion de membrana
interna. Las proteinas contenidas en dichas fracciones fueron resueltas por electroforesis
en gel de poliacrilamida-SDS 10%, transferidas a membrana de nitrocelulosa y
utilizadas para andlisis por western blot empleando el anticuerpo contra la A’ desaturasa
de rata.

El ARN total fue extraido mediante el uso de kit Nucleospin (MN). Luego el mismo
fue cuantificado espectrofotométricamente y 2.5 pg utilizados como molde para la
reaccion de RT-PCR (promega) empleando oligonucledtidos especificos para el gen
desaturasa.
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5-Conlusiones
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En este trabajo de tesis doctoral sefialamos que:

- El crecimiento de R. TAL 1000, es afectado negativamente por el estrés
salino, mientras que el crecimiento de L115 no es afectado por ninguna de las
condiciones probadas.

- La cepa L115 tiene un elevado porcentaje de similitud (por comparacion
de la secuencia del gen rDNA 168S), con cepas del género Achromobacter.

- Los principales AG componentes de R. TAL 1000 y L115 son: cis-
vaccénicotoleico, estedrico, palmitato, eicosatrienoico y 19:0 ciclopropano.

- La composicion de AG de ambas cepas fue modificada principalmente
por efecto de la temperatura de crecimiento, mientras que la hipersalinidad no produjo

modificaciones significativas.

- Ambas cepas incorporaron el precursor radioactivo, []—MC] acetato de
sodio en sus lipidos.

- Los principales PL componentes de R. TAL 1000 y L115 fueron:
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol, dimetilfosfatidiletanolamina,
lisofosfatidiletanolamina y cardiolipina.

- La variacion de temperatura y de la concentraciéon salina, indujeron
modificaciones en la biosintesis de AG y de PL, sugiriendo que estos cambios pueden
ser respuestas metabodlicas al estrés.

- La respuesta a este tipo de condiciones ambientales, para las dos cepas es
una modificacién del grado de insaturacion de los AG componentes de los PL, respuesta
universal en el mundo viviente para mantener la fluidez de la membrana y la viabilidad
celular.

L 3 El incremento de la temperatura en células de R. TAL 1000 aument6 la
fluidez de la bicapa lipidica.

- El cambio en el grado de insaturacion de los AG seria un mecanismo
tardio para contrarrestar el cambio en la fluidez de la membrana.

- R. TAL 1000 y L115 tienen en su genoma un gen desaturasa putativo, el
cual posee elevado porcentaje de identidad con el homoélogo de E. meliloti 1021 y con

desaturasas de otros microorganismos.
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- La desaturacién de los AG 16:0 [1- C] y 18:0 [1- C], agregados al
medio de cultivo, hasta un AG monoinsaturado, dan indicio de una actividad desaturasa
de AG en ambas cepas nodulantes de mani.

- En ambas cepas rizobiales, el crecimiento a 37°C provocé cambios en la

desaturaciéon de los AG 16:0 [1-14C] y 18:0 [1-14C], por lo que se sugiere que el
mecanismo aerdbico de sintesis de AG monoinsaturados seria regulado por efecto de la
temperatura de crecimiento.

- Los estudios moleculares realizados en la cepa E. coli indican que los
productos de los genes desaturasa putativos de R. TAL 1000 y de E. meliloti 1021
corresponden a una A’ desaturasa capaz de utilizar 16:0 y 18:0 como sustratos.

* En R. TAL 1000, el shock térmico (37°) por 2 h provocd al igual que el
crecimiento a 37°C:

a) una modificacién de la composicion de AG, afectando principalmente el
grado de insaturacion de los mismos.

b) una disminucién en la sintesis de AG monoinsaturados cuando acetato de
sodio, 16:0 y 18:0 radioactivos fueron utilizado como sustratos.

- El shock térmico (37°) por 2 h no modificd la expresion de la proteina
desaturasa de AG de R.TAL1000, sin embargo tanto los niveles del transcripto primario
como la cantidad de la enzima desaturasa fueron modificados por el crecimiento durante
24h a 37°C. Probablemente a las 2 h de shock térmico otros mecanismos de regulacion
actuen a nivel de la enzima desaturasa para permitir una disminucién de su actividad a

elevadas temperaturas.
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6-Consideraciones finales y perspectivas
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Una de las funciones generales de membrana mas interesantes y quizas menos
conocida es la de censar cambios del medio externo. Bacillus subtilis, puede censar los
cambios en la temperatura del medio y regular la fluidez de la membrana citoplasmatica
por medio de un sistema de dos componentes (DesK/DesR). Este mecanismo que
involucra a un sensor de membrana y a un regulador de respuesta, mantiene la fluidez
de la membrana por medio de la regulacion de la expresion del gen desaturasa que
posee esta bacteria.

El genoma de E. meliloti 1021 se encuentra completamente secuenciado y
disponible en las bases de datos, lo que puede utilizarse como una herramienta para
realizar estudios moleculares. Una busqueda detallada, nos permitié encontrar un
sistema de dos componentes (FeuP/FeuQ), el cual estd implicado en la respuesta de E.
meliloti 1021 al estrés hidrico. La escasez de agua se perfila como uno de los problemas
mas severos que deberd afrontar la humanidad este siglo. E. meliloti 1021 es tolerante a
la desecacién, genes con funciones regulatorias y un gen reparador del DNA, estarian
involucrados en dicha tolerancia. Sin embargo ain falta investigar la regulacion de
genes involucrados en el metabolismo lipidico, por ejemplo el gen desaturasa, para
tolerar la desecacion.

Este sistema presente en F. meliloti 1021 es atractivo para su estudio y el modelo
puede ser utilizado para aportar datos mds especificos referidos al metabolismo lipidico.

El estudio de los mecanismos que regulan la expresion de diferentes genes bajo
condiciones ambientales adversas es importante debido a que su inactivacion afectaria
la capacidad de supervivencia del microorganismo y como consecuencia causaria la
incapacidad para establecer una adecuada simbiosis fijadora de nitrégeno.

Esta tesis doctoral brinda entre otras cosas, las primeras evidencias bioquimicas
y moleculares de la presencia y del papel en la tolerancia a hipertermia, de una enzima
desaturasa de acidos grasos en dos cepas simbiontes de leguminosas (Rhizobium TAL
1000 y Ensinfer meliloti 1021). Por lo tanto sienta una importantisima base para
continuar profundizando con estudios referidos a los mecanismos involucrados en la

adaptacion bacteriana a los diferentes estreses ambientales.
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