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Your work is going to fill a large part of your life,

and the only way to be truly satisfied is to do what you believe is great work.
And the only way to do great work is to love what you do.

If you haven't found it yet, keep looking.

Don't settle...

Fragmento del discurso You've got to find what you love
Steve Jobs en Stanford, 12 de junio de 2005
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INTRODUCCION

1. Generalidades de la Simbiosis Rizobio-Leguminosa

El nitrégeno constituye el 78% del volumen del aire de nuestro planeta, sin
embargo, este elemento es uno de los principales factores limitantes del crecimiento
vegetal. Las plantas solo pueden utilizar formas de nitrégeno combinado, generalmente
amonio o nitrato; que son derivadas del N2 atmosférico a través del proceso denominado
fijacion de nitrégeno. Este término incluye la reduccién del N2 hasta 6xidos de nitrogeno
o hasta amonio, ya sean por procesos fisico-quimicos (naturales o inducidos por el
hombre) o por procesos bioldgicos. La Fijacion Bioldgica de Nitrégeno (FBN) es una
propiedad atribuible s6lo a organismos procariotas, y es responsable de aproximadamente
dos tercios del total de nitrogeno fijado en la biosfera. Las plantas de la familia
Leguminosae tienen la capacidad de asociarse simbidticamente con bacterias Gram
negativas del suelo, pertenecientes al orden Rhizobiales. Este orden incluye al género
fitopatogeno Agrobacterium, como también a los géneros Sinorhizobium (Ensifer),
Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium y Azorhizobium, a los que cominmente se
denominan Rizobios. Estos rizobios, poseen la capacidad de inducir la formacioén de
nédulos en la raiz de dichas leguminosas. Estos nédulos son los érganos de la planta en
donde, como consecuencia de albergar rizobios en un estado particular de diferenciacion,
se produce la fijacion simbidtica de nitrégeno (Burns & Hardy 1975). La FBN es de
considerable importancia en la agricultura, porque aporta una cantidad significativa de
nitrégeno combinado al suelo. Se estima que la FBN aporta 40 millones de toneladas de
nitrégeno, cada afio (Herridge et al., 2008). Dado que la carencia de éste elemento suele
darse en suelos desnudos y sin abonar, las leguminosas “noduladas” ofrecen una ventaja
selectiva en tales condiciones y pueden crecer bien en zonas donde no lo harian otras
plantas. En la agricultura actual, s6lo unas pocas especies de leguminosas se cultivan a
gran escala, pero estos cultivos contribuyen mas del 25 por ciento de la produccion
mundial, destinados a alimentos basicos, forraje para el ganado y la produccién de
biocombustibles emergentes (Ferguson et al., 2010)

Por otra parte, el uso indiscriminado de fertilizantes nitrogenados en la agricultura

moderna ha ocasionado graves problemas de contaminacién debido a que no todo el
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fertilizante que se aplica es aprovechado por las plantas, sino que cantidades
considerables son vertidas en lagos, rios y arroyos. Por el interés que estas bacterias
representan para la agricultura, empleandose como Inoculantes (Bio-Fertilizantes) en los
cultivos, se han realizado investigaciones extensas sobre este sistema simbidtico (Deaker
et al., 2004), incluyendo estudios sobre la diversidad y la taxonomia de los rizobios.

En 1888, Beijerinck obtuvo el primer cultivo bacteriano puro de un nédulo de la
raiz de una leguminosa y lo llamé Bacillus radicicola. En 1929 Baldwin y Fred
propusieron el nombre Rhizobium para estos aislamientos. Las bacterias del género
Rhizobium fueron las primeras en ser afiadidas como inoculante por mas de 100 afios a
diversos cultivos agricolas, con resultados exitosos en muchos de los casos (Brockwel,
1962; Roughley, 1970).

En general, cada rizobio es capaz de formar nédulos en un namero limitado de
leguminosas y cada planta leguminosa es nodulada por un pequefio grupo de rizobios
(Denison, 2000). Esto indica que la interaccion simbiotica entre rizobios y leguminosas
para generar nodulos fijadores de nitrogeno tiene un alto grado de especificidad.

Las células bacterianas dentro de los noédulos adoptan formas irregulares y son
conocidas como bacteroides. Estos bacteroides son las formas diferenciadas que fijan
nitrégeno (Sutton et al., 1981), ademas difieren de los rizobios de vida libre tanto en su
morfologia, como en ciertas caracteristicas bioquimicas. La diferenciacién del rizobio a
bacteroide va acompafiada por una disminucién en la rigidez y en el espesor de la
envoltura celular (MacKenzie et al., 1973), dando como consecuencia un mayor tamafio
y una morfologia irregular (Brewin et al., 1985; Roth et al., 1988); ademas de un aumento
en el contenido de acidos nucleicos (Bisseling et al., 1977). Estos bacteroides son
nutricionalmente dependientes de la planta hospedadora, siendo el suministro de carbono
por parte de la planta esencial para la fijacion bioldgica de nitrégeno (McRae et al., 1989).
En el bacteroide se lleva a cabo la reduccion del dinitrogeno hasta amonio, el cual es

exportado a la célula vegetal.
1.1. El proceso de nodulacion
El establecimiento de una interaccién simbidtica efectiva entre rizobios y

leguminosas es un proceso complejo y requiere de un reconocimiento mutuo mediado por

el intercambio de varias sefiales que permiten el avance de la asociacién y conducen
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finalmente a la formacién de los nédulos fijadores de nitrogeno (Hirsch, et al., 1992;
Long, 1996). Si bien la formacién del nddulo maduro es un proceso continuo, para
facilitar la comprension se ha sido dividido en tres etapas que pueden nombrarse de la

siguiente manera (Figura 1):

Divisidn de céluias
corticales

Figura 1. Proceso de nodulacién en leguminosas. Sefiales liberadas por la planta hospedadora
desencadenan una serie de acontecimientos que conducen a la invasion de células de la raiz de la planta por
los rizobios. Adaptado de Deakin & Broughton 2009.

1.2. Preinfeccion:

Antes de llevarse a cabo la infeccion de las raices de leguminosas por los rizobios,
debe haber un crecimiento bacteriano en la rizosfera (Hirsch et al., 1992), inducido por
compuestos exudados por las raices de las leguminosas. Estos compuestos, entre los que
se encuentran acidos orgénicos, azdcares, aminoacidos y flavonoides, actian como
quimioatrayentes y estimulan el crecimiento de los rizobios circundantes a la raiz. De
especial importancia durante las etapas iniciales son los compuestos de tipo flavonoide,
ya que son la primera sefial producida por la planta dentro de este “dialogo molecular”
entre los rizobios y las leguminosas. Los flavonoides se unen a las proteinas bacterianas
NodD, que se expresan constitutivamente, las cuales actuan como un regulador
transcripcional induciendo la transcripcion de genes nod, también conocido como
Factores Nod (Bernett & Fischer 2006; Ferguson et al., 2010). Los genes del operén
nodABC codifican las proteinas necesarias para sintetizar el esqueleto del factor Nod
(Jones et al., 2007). En la mayoria de las especies de Rhizobium y Sinorhizobium
estudiadas, los genes de nod se encuentran en el pldsmido simbiédtico (pSym), en donde
también se encuentran genes »if'y fix necesarios para la fijacion de nitrégeno (Lindstrom
et al., 2002). Por su parte, M. loti, Bradyrhizobium y Azorhizobium, presentan estos genes
simbidticos en el cromosoma (Appelbaum ef al., 1988; Goethals ef al., 1989).

Los factores Nod disparan multiples respuestas que son esenciales para la invasion

de los rizobios a la leguminosa hospedadora, entre ellas la deformacion de pelos radicales
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e induccion de un primordio de nédulo, el incremento de los niveles intracelulares de
calcio en los pelos radicales y alteraciones en el citoesqueleto de los mismos (Timmers et
al., 1998; Sieberer et al., 2005).

Luego de la colonizacién de la superficie de la raiz, los rizobios se adhieren
principalmente a los pelos radicales jovenes. En el proceso de adhesion pueden estar
implicados componentes superficiales de las células bacterianas ya sean de naturaleza
sacarida o proteica, como exopolisacaridos (EPS) y ricadhesinas, respectivamente. Por
parte de la planta, parecen ser necesarios compuestos como lectinas (Swart ef al., 1994).
Estas lectinas estarian implicadas en la adhesion utilizando los componentes superficiales

bacterianos como sitios de unién (Dazzo & Truchet 1987; Kijne et al., 1997).

1.3. Infeccion y Formacién del Nédulo:

Luego de que la leguminosa percibe los factores Nod secretados por los rizobios,
y de la adsorcion de estos a los pelos radicales emergentes, la punta de los mismos se
curva fuertemente y los rizobios quedan atrapados en dicha curvatura. Alli ocurre la
hidrélisis de la pared celular de las células de la raiz, la membrana plasmatica se invagina
y se deposita pared celular formando una estructura tubular. Esta estructura es conocida
como hilo de infeccién y dentro del mismo, los rizobios penetran en la raiz de la planta
(Kijne, 1992; Jones et al., 2007). Desde el extremo del hilo de infeccion, los rizobios son
incorporados al citoplasma de las células de la raiz por endocitosis (Roth & Stacey 1989).
Mediante este proceso, las bacterias adquieren una membrana que las rodea proveniente
de la planta, conocida como membrana peribacteroidal (Robertson & Lyttleton, 1982;
Roth ef al., 1988). Esta membrana resulta fundamental para el intercambio de metabolitos
entre la bacteria y la planta. Una vez dentro de la célula vegetal, los rizobios pueden
dividirse una o pocas veces mas. La membrana peribacteroidal se divide en sincronia con
la division de la bacteria, por lo que finalmente cada bacteroide quedara encerrado en su
propia membrana formando la unidad simbiodtica denominada simbiosoma (Giles et al.,
2011).

Simultdneamente a la formacion del hilo de infeccién, que se describid
anteriormente, determinadas células del cortex sufren una serie de cambios morfologicos,
como reorganizacion de los microttibulos, migracion del nicleo hacia el centro de la

célula y la formacién radial de nuevas paredes celulares, lo que se traduce en una
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reactivacion de la actividad mitética, que originara el primordio nodular (Yang et al.,
1994; Oldroyd et al., 2011).

Dependiendo de cudles sean las células del cortex que se dividan, se originara un
nodulo de tipo indeterminado o determinado. Los primeros tienen un meristema apical
persistente que se origina como consecuencia de la actividad mit6tica de células
localizadas en la parte interna del cortex. Este tipo de nédulos indeterminados son
caracteristicos de leguminosas de clima templado, como alfalfa y arveja. En cambio, las
leguminosas de origen tropical, tales como soja y poroto, forman nédulos determinados
en los que la actividad mitética del cortex externo de la raiz cesa durante el desarrollo,
siendo la expansion celular la responsable de la forma globosa del nédulo (Vasse et al.,
1990).

1.4. Fijacion Biolégica de Nitréogeno

La FBN es un proceso enzimatico por el cual algunos microorganismos
procariotas, los diazotrofos, son capaces de reducir el N2 atmosférico hasta amonio
(NH4"), incorporandolo de este modo a la biosfera en una forma asimilable por las plantas.
La capacidad de los diazétrofos para fijar N2 deriva de un complejo enziméatico llamado
nitrogenasa. Dicho complejo esta constituido por dos componentes, un homodimero de
una ferroproteina codificada por el gen nifH y un tetramero de una molibdo-ferro-proteina
codificada por los genes nifD y nifK. (Halbleib & Ludde 2000). Este proceso de fijacion

de nitrégeno puede resumirse segin la siguiente reaccion:

N2+ 8e-+ 8H++ 16ATP —> 2NH3+ H2+ 16ADP + 16Pi

Para la planta, el nédulo radicular es un érgano nuevo, que si bien genera fuente
de nitrégeno, a su vez demanda una fuente de carbono. La sacarosa es dicha fuente de
carbono y es transportada desde las hojas hasta los nédulos. La forma en que el nitrégeno
es transportado desde el nédulo al resto de la planta varia segtn el tipo de leguminosa.

Las que generalmente desarrollan nddulos indeterminados, exportan nitrégeno en
forma de amidas; mientras que las leguminosas que desarrollan nédulos determinados,
por lo general exportan nitrégeno bajo la forma de ureidos (Burns & Hardy 1975; Giles
etal., 2011).
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2. Polisacaridos bacterianos requeridos para la simbiosis

Ya hemos mencionado previamente que los rizobios son un grupo de bacterias
Gram negativas del suelo, que tienen la capacidad de interaccionar especificamente con
las raices de plantas leguminosas para formar noédulos fijadores de nitrégeno. La
superficie celular de estas bacterias consiste de una membrana citoplasmética interna y
de una segunda membrana (externa), ambas separadas por el espacio periplasmico y
peptidoglicano. La membrana externa contiene proteinas y moléculas de caracter
sacaridico, entre ellas lipopolisacaridos (LPS) y polisacéridos capsulares (CPS o KPS)
(Raetz & Whitfield 2002). Ademas los rizobios liberan al medio extracelular
exopolisacaridos (EPS) y B-1,2-glucanos ciclicos. Si bien los factores Nod tienen un papel
clave en la induccion de las etapas iniciales de nodulacion, mientras transcurre la
interaccién simbidtica existe un estrecho contacto entre bacteria y planta a lo largo de
todo el proceso. Por esto, las estructuras superficiales de las bacterias han sido muy
estudiadas, principalmente los compuestos de naturaleza hidrocarbonada como también

los componentes de tipo proteico.
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Figura 2. Esquema de la superficie celular de rizobios, mostrando la posicién de los polisacdridos de
superficie que estin involucrados en la simbiosis. Adaptado de Raetz & Whitfield 2002

Introduccion General

~



Tesis Doctoral Walter Ferrari

Dentro de los polisacaridos superficiales de los rizobios a los que se les ha
atribuido importancia en la simbiosis se encuentran los exopolisacaridos (EPS) asociados
a la superficie externa pero principalmente secretados al medio extracelular, los B-
glucanos ciclicos, que son acumulados en el espacio periplasmico y liberados al medio
extracelular, el polisacarido capsular (CPS o KPS) que forma una cépsula sobre la
superficie celular, y el lipopolisacarido (LPS) principal componente de la membrana

externa de todas las bacterias Gram negativas (Figura 2) (Fraysse et al., 2003).

2.1. Exopolisacaridos (EPS)

Las cepas silvestres de rizobios suelen producir grandes cantidades de
exopolisacaridos y forman colonias muy mucosas en los medios de cultivo cominmente
empleados en los laboratorios. La composicién de los exopolisacridos rizobianos es
especifica de especie; son polimeros de azucares simples que pueden estar sustituidos con
residuos de naturaleza no sacarida. Tanto la sintesis, como la modificacion,
polimerizacién y exporte a la superficie de las unidades repetitivas de los
exopolisacaridos se encuentran controladas por grupos de genes denominados exo /exs
lexp / o pps y se pueden encontrar localizados en el cromosoma bacteriano o en sus
megaplasmidos (Fraysee et al., 2003; Skorupska et al., 2006).

Uno de los exopolisacéridos rizobianos mas estudiados es el succinoglicano (EPS
I) producido por S. meliloti. En la cepa 1021, de esta especie, el EPS I es un polimero de
subunidades de octosacdridos repetidos (siete Glc y una Gal) con sustituciones de tipo
acetato, piruvato y succinato. La sintesis de EPS I resulta incrementada cuando las
bacterias son crecidas bajo limitaciones de ciertos nutrientes como nitrégeno, fésforo o
azufre (Ruberg et al., 1999; Gonzalez et al., 1996;). Dependiendo de las condiciones de
cultivo se pueden observar dos formas moleculares de EPS I, una de bajo peso molecular
(LMW EPS I) y otra de alto peso molecular (HMW EPS I).

S. meliloti en ciertas condiciones también puede producir un segundo
exopolisacérido, el galactoglucano (EPS II). A diferencia del EPS I, el EPS II es un
polimero de disacaridos de Glc y Gal con sustituciones de tipo acetato o piruvato.
Normalmente los cultivos de S. meliloti producen grandes cantidades de EPS I y no
producen EPS II, pero cuando existen limitaciones de fosforo en el medio de cultivo, son

capaces de producir EPS II (Zhan et al., 1991).
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Las cepas de R. leguminosarum, biovar trifolii y viciae conservan el mismo
octasacarido compuesto por Glc/GlcUA/Gal en proporciones molares 5:2:1. Sin embargo
ciertas cepas de R. leguminosarum secretan EPS que pueden presentar variaciones tanto
en el contenido de azucares como en su grado de polimerizacion. También se han
reportado sustituciones piruvato y acetato que difieren segin las cepas de R.
leguminosarum (Skorupska et al., 2006).

Por otra parte B. japonicum 2143, en presencia de arabinosa, gluconato o manitol
en el medio, produce el EPS I tipico de su especie, compuesto por Man/Glc/Gal/ GalUA
(1:2:1:1), pero en cultivos en presencia de malato, el EPS cambia su estructura a una
forma compuesta solamente por Gal acetilada y esta nueva estructura es conocida como
EPS II (Karr et al., 2000). Luego de numerosas investigaciones realizadas por mas de
treinta afios, aun no se ha dilucidado el verdadero rol de los exopolisacaridos en la
simbiosis. Sin embargo se han postulado posibles funciones bioldgicas de los mismos,
entre ellas: proteccion de las bacterias frente a condiciones medioambientales no
favorables, también estaria jugando un rol en los primeros estadios de la infeccion a la
planta, estando involucrado en la adhesién de las bacterias a los pelos radiculares, la
formacion del hilo de infeccidn, liberacién de las bacterias del hilo de infeccion,
desarrollo del bacteroide, supresion de respuestas de defensa y proteccion contra
compuestos antimicrobianos por parte de la planta (Becker & Piihler 1998; Fraysse et al.,
2003; Skorupska et al., 2006; Jones, 2012).

2.2. Glucanos ciclicos

Son polimeros ciclicos de Glc que en Sinorhizobium, Rhizobium y Agrobacterium
se encuentran unidos por enlaces glicosidicos $1-2, sin embargo, en Bradyrhizobium los
residuos de Glc estan unidos tanto por enlaces de tipo B-1,3, como por enlaces B-1,6. El
grado de polimerizacion de estas moléculas varia entre 17 y 40 en S. meliloti (Breedveld
& Miller 1994) y entre 10 y 13 residuos de azlicares en B. japonicum (Choma &
Komaniecka 2011). Si bien estas son macromoléculas que se encuentran casi
exclusivamente en la familia Rhizobiaceae, también se han encontrado en bacterias
patégenas de mamiferos como Brucella (Bundle et al., 1988; Martirosyan ef al., 2012) y
de plantas como Xanthomonas (Amemura & Cabrera-Crespo 1986). Los glucanos

ciclicos se encuentran predominantemente en el periplasma (Breedveld et al., 1992), pero

Introduccion General

w




Tesis Doctoral Walter Ferrari

también se exportan al medio extracelular. Dicho exporte puede variar dependiendo de la
especie, el medio de cultivo, la temperatura y la fase de crecimiento de la bacteria
(Hisamatsu, 1992). Los B-1,2-glucanos ciclicos pueden adquirir carga mediante la union
de sustituyentes tales como fosfoglicerol, acido succinico y 4cido metilmalénico. Los f3-
1,6-p-1,3 glucanos ciclicos de B. japonicum, si bien no poseen carga, pueden tener una o
dos sustituciones de fosfocolina por anillo y se encuentran altamente decorados con
acetato y succinato (Rolin et al., 1992; Choma & Komaniecka 2011).

Se ha demostrado que la biosintesis de los B-1,2- glucanos ciclicos est4 regulada
por la baja osmolaridad del medio. Esta regulacion desencadena un aumento de la sintesis
de pB-1,2-glucanos ciclicos en diferentes cepas de Rhizobium, Sinorhizobium,
Agrobacterium y Bradyrhizobium (Dylan et al., 1990). A partir de ello se ha sugerido que
los B-1,2-glucanos ciclicos tendrian un rol importante en la proteccion de los rizobios
frente a condiciones de baja osmolaridad. Los B-1,2-glucanos ciclicos podrian tener
funciones asociadas a la osmoproteccion de las bacterias durante la infeccion, dado que
el microsimbionte debe enfrentar ambientes de diferente osmolaridad (Miller ez al. 1986).
La modificacidon de las cantidades de B-glucano ciclico en el espacio periplasmico es una
estrategia que le permite a la bacteria adaptarse a diferentes ambientes. Otro de los
posibles roles que se ha sugerido para los glucanos ciclicos es el de regular ciertas
respuestas de la planta. Para el desarrollo efectivo de un nodulo fijador de nitrégeno, es
esencial que no se desencadene contra el microsimbionte una respuesta de defensa por

parte de la planta (Brewin et al., 1993: Nichaus et al., 1993).

2.3. Polisacaridos capsulares (KPS)

En la superficie bacteriana también se encuentran presentes polisacaridos
capsulares, o KPS; los cuales son componentes comunes de las enterobacterias y a
diferencia de los EPS y glucanos ciclicos estan anclados a la superficie celular. En
bacterias patogenas se ha propuesto que tanto los KPS como los LPS tienen la funcién de
proteccion frente a los mecanismos de defensa de sus hospedadores. A diferencia de los
LPS, los polisacaridos capsulares se encuentran anclados a fosfolipidos en la membrana
externa de la bacteria. Su porcion sacarida estd compuesta mayormente por el
monosacarido acido 2-ceto-3-deoxioctanoico (Kdo) (Petrovics et al., 1993). Algunos

rizobios producen polisacaridos ricos en Kdo que son anélogos a los KPS de E. coli, y

Introduccién General

=Y
o




Tesis Doctoral Walter Ferrari

forman una cdpsula alrededor de la célula manteniendo al microorganismo en condiciones
de hidratacion, lo cual proporcionaria a la bacteria resistencia a condiciones de
desecacion. Estas ultimas condiciones se presentan comunmente en la rizésfera (Fraysse
et al., 2003).

Las primeras estructuras descriptas de polisacaridos capsulares en rizobios fueron
las de Sinorhizobium fredii USDA205 y S. meliloti, las cuales son estructuralmente
analogas al antigeno K del subgrupo II encontrado en E. coli (Rehus, et al 1993). Estos
difieren en su tamafio y el contenido de unidades de hexosas unidas a residuos de Kdo u
otros azucares relacionados, como ser acido neuraminico o pseudaminico. Los KPS son
antigenos especificos de cepas mientras que los EPS son conservados dentro de las
especies. La produccion de uno o mas KPS dentro de una misma cepa puede depender de
las condiciones de crecimiento donde son cultivadas las células. Por otra parte el
flavonoide inductor de los genes rod en S. meliloti, conocido como epigenina causa un
aumento en la produccion del antigeno K secundario (con alto contenido en 2-0- MeMan)
en S. fredii USDA205 (Rehus et al., 1994).

El rol de los KPS fue estudiado en detalle en la interaccion de S. meliloti y alfalfa.
Los resultados de estas investigaciones sugieren que podria estar actuando en esta
simbiosis en particular, de dos maneras diferentes: una activa (sefial) y otra pasiva
(enmascaramiento). El polisacarido capsular estaria involucrado en la proteccion de la
bacteria contra los productos de defensa de la leguminosa hospedadora o de
microorganismos como fagos. Cuando el mutante exoB (que que es incapaz de producir
EPSII) de S. meliloti Rm41 fue expuesto a trece fagos distintos, mostrd ser mas resistente
solamente a uno de estos fagos (comparado a la cepa salvaje), en cambio fue mas sensible
a los otros doce. Este rol pasivo podria atribuirse a que el polisacarido capsular estaria
actuando como determinante en el espectro del rango de hospedador (Campbell et al.,
1998). Ademas, una delecion en el cluster de genes rkpM, rkpN y rkpO en S. meliloti
NGR 234, involucrado en la sintesis de acido pseudaminico, resulté en la incapacidad de
producir KPS y como consecuencia mostr6 una nodulacion significativamente reducida
(Le Quéré el al., 2006). Por otro lado se demostré que la infiltracién de KPS purificados
a raices de alfalfa produjo una acumulacién de transcriptos de genes que codifican
enzimas de la via biosintética de isoflavonoides. Estos resultados sugieren que los KPS
podrian jugar un rol significante en el reconocimiento temprano de S. meliloti por las

raices de alfalfa (Becquart-de-kozak et al., 1997; Fraysse et al., 2003).
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2.4. Lipopolisacaridos

Como todas las bacterias Gram-negativas, los rizobios poseen una pared externa
de composicion asimétrica, en donde la cara interna esta compuesta por fosfolipidos y la
monocapa externa, ademas de éstos también posee Lipopolisacaridos (LPS).

Los Lipopolisacaridos son glicolipidos anfipaticos complejos y constituyen el
3,5% del peso seco total de una célula promedio de Escherichia coli y el 75% de la
superficie de la membrana externa (Neihardt et al., 1990). La estructura general esta
formada por tres dominios: Lipido A, Core y Antigeno O. Gracias a los LPS la membrana
externa tiene la capacidad de excluir compuestos hidrofébicos, siendo asi una barrera de
permeabilidad protectora contra muchos antibiéticos (Lerogue & Vanderleyden 2002;
Frirdich & Whitfield, 2005).

La mayor parte del conocimiento sobre los LPS ha derivado de estudios sobre las
especies patogenas de la familia Enterobacteriaceae (Raetz & Whitfield 2002). Sin
embargo, la importancia agronémica de la interaccion entre los rizobios con las plantas
ha promovido un gran numero de estudios sobre los LPS de estas bacterias. En los tiltimos
afios el anélisis de los LPS en la familia Rhizobiaceae se ha enfocado no sdlo en la
descripcidn de su composicion lipidica y sacarida, sino también en la determinacion de la
estructura completa de uno o varios de sus dominios. Asimismo, se han realizado avances
en la determinacion de algunos pasos metabolicos para la biosintesis de los LPS en estas

bacterias.

2.4.1. Lipido A

El lipido A, debido a su naturaleza hidrofébica, permite el anclaje de los LPS a la
cara superficial de la membrana externa de la bacteria. Como se mencion6 anteriormente,
los LPS de enterobacterias han sido extensamente estudiados y por este motivo
constituyen el arquetipo con el que se comparan todos los demds. En estas bacterias el
Lipido A esta constituido de un disacarido de Glucosamina (GlcN) unidas por un enlace
B (1°-6), al que estan unidos acidos grasos en las posiciones 2, 3, 2°, 3’ que anclan las
moléculas de LPS a la membrana externa (Raetz & Whitfield 2002; Wang & Quinn 2010).

Al comparar las estructuras del Lipido A dentro de la familia Rhizobiaceae se

observa una gran heterogeneidad en los patrones de acilacion y de fosforilacion. Gran
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parte de esta heterogeneidad se encuentra en la unidad proximal del disacéarido. En
general, el patron de acilacién es diferente al que presenta el tipico Lipido A de
enterobacterias (Raetz & Whitfield 2002). Ademas los rizobios presentan un acido graso
hidroxilado extra largo (por ejemplo el 4cido 27- hidroxioctacosanoico en Rizobiaceae)
que en algunos casos es lo suficientemente largo para atravesar la totalidad de la
membrana (Figura 3). Este acido graso extra largo estd unido a otro acido graso por una
unién acilo-oxi-acilo, y éste a su vez se une por un enlace amida a la GlcN distal
(Hollingsworth & Carlson 1989). También se han encontrado acidos grasos mas largos
aun, como el acido 29-hidroxitriacontanoico de treinta 4tomos de carbono descrito en R.
tropici (Gil Serrano et al., 1994). Por su parte en los patégenos Brucella melitensis,
Brucella abortus (Moreno et al., 1990) y Bartonella henselae ATCC49882 (Zzhringer et
al., 2004) también se ha descripto la presencia de dichos 4cidos grasos. Por su parte en
Bradyrhizobium elkanii se ha reportado que el lipido A presenta tres residuos de Man
unidos al dimero de GlcN, ademads posee dos acidos grasos extra largos (Komaniecka et
al., 2014). Asimismo, en una cepa de Bradyrhizobium fotosintética simbionte de
leguminosas del género Aeschynomene, se ha encontrado unido covalentemente a una de
las colas de acidos grasos extra largos, una molécula de hopanoide; la cual le confiere
mayor resistencia al estrés abidtico (Silipo et al., 2014).

Se ha especulado sobre el papel de este acido graso en la interaccion entre estas
bacterias y sus hospedadores, proponiendo que podria estabilizar la membrana externa, y
proteger ante la respuesta de defensa del hospedador o durante el estrés acido u osmético
que probablemente enfrenten estas bacterias en los compartimientos intracelulares
(Sharypova et al., 2003).

Se han obtenido mutantes de S. meliloti en los genes IpxXL y acpXL, que codifican
respectivamente para una acil-transferasa y un acil-transportador, involucrados en la
biosintesis de estos 4acidos grasos extraordinariamente largos. En dichos mutantes se
observé que eran incapaces de incorporar este acido graso extra largo al lipido A y a su
vez resultaron ser mas sensibles in vitro a estrés osmético, acido y a detergentes. Ademas
presentan una menor competitividad y un retardo en la induccioén de la nodulacioén en
comparacion a la cepa silvestre. Sin embargo, los nddulos tienen una morfologia normal
y fijan nitrégeno. Estos resultados sugieren que si bien el acido graso extra largo es
importante, no es indispensable para establecer una simbiosis efectiva (Sharypova et al.,

2003; Ferguson et al., 2005; Haag et al., 2009).
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Figura 3. Estructura del lipido A de E. coli y las moléculas de Lipido A més comunes producidas por
algunos miembros de la familia Rhizobiaceae. Los numeros dentro de los circulos indican la longitud de

los grupos acilo. (Adaptado de Carlson et al., 2010 y Komaniecka et al., 2014).

Asimismo se han encontrado diferencias con respecto a enterobacterias en el
disacarido de GIcN, entre las cuales se destacan la ausencia de grupos fosfatos en las
posiciones 1 y 4’ en R. efli CE3. La posicién 4’ esta sustituida con un residuo de GalUA

y la GlcN proximal estd oxidada a aminogluconato (Forsberg & Carlson 1998; Que-

Gewirth et al., 2003; Brown et al., 2012).

Brucella melitensis, B. abortus y Bartonella henselae son bacterias patdgenas
intracelulares de mamiferos. Las primeras tienen la capacidad de sobrevivir y
multiplicarse dentro de los fagocitos, en cambio B. henselae es capaz de infectar células
endoteliales, produciendo en casos agudos tumores vasculares. En estas tres especies se
describié que la estructura del lipido A se encuentra formada por el dimero de

diaminoglucosa unidas por un enlace B-(1’-6), tipico de enterobacterias (Moreno., ef al

1990, Gomes Cardoso et al., 2006; Zahringer et al., 2004).
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2.4.2. Core

En E. coli como en R. leguminosarum y Brucella spp el lipido A se une al
oligosacérido nicleo o core por medio de residuos Kdo que estan unidos al O-6 de la
GlcN distal. Este core es conceptualmente dividido en dos regiones: core interno
(préximo al lipido A) y core externo, al cual se une el antigeno O. Dentro de los géneros
o las familias las estructuras de los cores tienden a mantenerse conservadas (Moreno et
al., 1990; Forsberg & Carlson 1998).

En enterobacterias el core interno estd compuesto mayoritariamente por residuos
de Kdo y L,glicero-D-manoheptosa (L,D-Hep), esta estructura basica del core puede estar
habitualmente decorada con otros azlicares y grupos fosfato (Mamat et al., 2011).

El core es el dominio de los LPS que ha sido estudiado con menor detalle a nivel
estructural. Hasta la fecha no se han determinado muchas estructuras completas de esta
subunidad en la familia Rhizobiaceae. La primera estructura del core resuelta
completamente correspondio a R. etli CE3. En esta bacteria el core estd constituido por
tres residuos de Kdo, tres de GalUA, uno de Man y uno de Gal; y est4 unido al lipido A
mediante uno de los Kdo, y otro de estos residuos de Kdo ocupa la posicién terminal
donde se une el Antigeno O (Forsberg & Carlson 1998).

La estructura del core interno de las enterobacterias difiere a la de la familia
Rhizobiaceae (Figura 4). Como se mencioné anteriormente, los primeros poseen grupos
fosfatos cuyas cargas negativas permitirian mantener unidas las moléculas de LPS entre
si, utilizando cationes divalentes como intermediarios, y asi estabilizar la membrana
externa (Frirdich & Whitfield 2005). Por su parte el core de R. leguminosarum no posee
dichos grupos fosfatos, sin embargo la funcién de éstos la asumirian los grupos carboxilos
de los residuos de GalUA (Brown et al., 2012).

Estudios realizados por Lucas et al (1996) demostraron que R. leguminosarum bv.
viciae y R. etli CE3 presentan un core conservado ya que anticuerpos especificos para el
core de R. leguminosarum reconocen los LPS de R. etli. En contraste, los LPS de R.
tropici, S. fredii, Sinorhizobium NGR234 y A. tumefaciens C58 no fueron reconocidos
por estos anticuerpos, sugiriendo que la estructura de sus core difiere de la de R.

leguminosarum bv. viciae y R. etli CE3..
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Figura 4. Estructura del Core-Lipido A de E. coli y R. leguminosarum. (Kanipes, et al., 2003b).

Si bien no se ha determinado la estructura del core de alguna cepa de
Sinorhizobium, si se ha podido dilucidar la composicién de azicares en cepas de S.
meliloti Rm1021 y S. fredii. Ambas poseen Kdo, Gle, Gal, GlcUA, GalUA y Man. A
diferencia de Rhizobium spp., el LPS rugoso es la forma mas abundante producida por
Sinorhizobium spp., y por este motivo el principal determinante antigénico de sus LPS
corresponde al core (Reuhs, et al,. 1998; Campbell et al., 2003).

Asimismo se han determinado las estructuras del core de varias especies de
Agrobacterium. Por un lado Agrobacterium larrymoorei, que solo produce LPS rugoso y
causa tumores aéreos en Ficus benjamina, contiene azicares encontrados en otros core
de la familia Rhizobiaceae tales como Kdo, Gal y Glc, pero se reportd que ademas posee
Rha; los 4cidos uronicos estan presentes como uronamidas y el residuo distal es una
quinovosamina (Molinaro ef al., 2003). De Castro et al (2006) describieron la estructura

del core de A. tumefaciens TT111, esta cepa produce tumores en un amplio espectro de
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plantas dicotiled6neas. En este caso el core estd compuesto de Man y un tetrasacarido de
Rha unidos respectivamente al Kdo proximal. Ademas se ha determinado la estructura
del core de A. radiobacter, la cual esta compuesta por un tetrasacarido de Man (De Castro
et al., 2008). A pesar de la gran heterogeneidad en la estructura del core dentro de las
distintas especies de Agrobacterium, se observa que el primer residuo de azdcar unido al
Kdo, siempre corresponde a una Man,

En Brucella melitensis, el agente etiologico de la brucelosis en ovinos y caprinos,
no se ha determinado completamente la estructura sacarida de su core, solo se ha
reportado que posee Kdo, Man, Glc y quinovosamina (Gonzalez et al., 2008; Barquero-
Calvo et al., 2009).

En Bartonlla henselae se ha descripto parcialmente el core interno, el cual consiste
en un trimero ramificado que contiene un resido de Glc unido al Kdo proximal por un
enlace a-(1-5) y a su vez este Kdo se une a otro residuo homologo por un enlace a-(2-4),
formandose asi la estructura ramificada (Zdhringer er al., 2004). Por otra parte, solo se ha
descripto una pequefia porcion del core del LPS de B. japonicum 61A101C, el cual posee
un residuo de Glc o Man unidos al Kdo (Carlson & Krishnaiah 1992). En cambio, en
Mesorhizobium loti aiin se ha reportado la estructura del core, pero se conoce que posee
Hep, GIcN, GalA, Gal, GlcA y Glc (D"Antuono et al., 2005).

El precursor Kdoz-lipido IVa representa la subestructura minima del LPS
requerida para la viabilidad bacteriana. Sin embargo los tres dominios del LPS son
importantes para la virulencia durante las etapas de infeccion de plantas y animales (Raetz

& Whitfield 2002).

2.4.3. Antigeno O

El antigeno O es un polisacarido constituido por unidades de monosacéridos u
oligosacaridos repetidos, esta unido al core y es la subunidad distal y mas variable de la
molécula de LPS. Esta variabilidad surge por la naturaleza, el orden y los enlaces de los
diferentes azicares que lo componen. La unidad repetitiva puede ser un monosacarido o
un oligosacarido de hasta 5 residuos que pueden ser azucares comunes como Glc, Ara y
Man, sin embargo es muy comun la presencia de desoxihexosas y aminoazucares.
También sustituciones como metilaciones y acetilaciones, que afiaden complejidad a la

molécula, son frecuentes (Kannenberg et al., 1998). El Antigeno O puede no estar
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presente en algunas especies e incluso en algunas cepas de una misma especie. Cuando
esto sucede, generalmente las colonias presentan una apariencia rugosa y el LPS
producido se denomina LPS Rugoso o LPS II, ya que migra mas rapido en geles de SDS-
PAGE que las moléculas con Antigeno O, que son llamadas LPS Liso o LPS I (Raetz &
Whitfield 2002) (Figura 5).

El rol primario que cumple el Antigeno O es la proteccion de la célula bacteriana
del medio ambiente que la rodea; en bacterias patdgenas este oligosacarido puede
contribuir a la evasion del sistema inmune del hospedador, como asi también a la invasion
de las células blanco (Burns & Hull 1998). En cuanto al rol del Antigeno O en el proceso
de nodulacion, existen trabajos con mutantes de R. leguminosarum y R. etli que sugieren
que éste componente del LPS es necesario para una correcta nodulacion (Noel et al.,
2000). También se ha reportado que mutantes en B. japonicum carentes de antigeno O
son incapaces de formar nddulos fijadores de nitrogeno en plantas de soja (Lee et al.,
2010; Lee et al., 2014).

En contraste, estudios realizados con mutantes de S. meliloti (Clover et al., 1989)
y R. galegae (Lipsanen & Linstrom 1989) proponen que el Antigeno O no seria necesario

para la simbiosis.

Fl| e

Antigeno O

% - M LPS it
m ' Lipido A !

UpldoA LPSH LPS 1
LPS Rugoso LPS Liso

Figura 5. Diferentes formas del LPS de E. coli separados por SDS-PAGE. Adaptado de Whitfield &
Trent 2014.

La biosintesis del Antigeno O ocurre en la cara citoplasmatica de la membrana

interna, para lo cual se requieren enzimas encargadas de sintetizar los aziicares-
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nucledtidos precursores y ademas glicosiltransferasas que los ensamblen (Raetz &

Whitfield 2002).
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OBJETIVOS

1. Objetivo General

Como objetivo general se plantea la caracterizacion funcional de
glicosiltransferasas de microorganismos tanto patdgenos como simbiontes implicadas en
la biosintesis del core del LPS. Dicho estudio resulta fundamental debido a que estos
polisacaridos son factores de virulencia indispensables para las infecciones de algunos
patogenos humanos, por lo que su estudio podria redundar en aplicaciones sanitarias.
Ademis constituyen moléculas sefiales requeridas para el establecimiento de una
simbiosis efectiva entre rizobios y leguminosas. Como microorganismos modelos para
dilucidar la funcionalidad de estas proteinas se emplearan Sinorhizobium meliloti y
Rhizobium leguminosarum debido a sus roles como PGPR (plant growth promoting
rhizobacteria), simbiontes de plantas de importancia agricola y por encontrarse
filogenética y metabdlicamente relacionados con patogenos del género Brucella.

Asimismo, debido a la existencia de numerosos estudios referentes a la biosintesis
de LPS y a la disponibilidad de un amplio nimero de mutantes afectados en diferentes
etapas de la biosintesis de estos polisacaridos, sumado al hecho de que el genoma de estos
organismos ha sido totalmente secuenciado y a las similitudes con la sintesis de
polisacaridos en otros microorganismos, S. meliloti y R. leguminosarum constituyen asi
un modelo apropiado para el estudio y caracterizacién de glicosiltransferasas

involucradas en la sintesis del core del LPS.

2. Objetivos especificos

Objetivo Especifico 1: Generar mutantes IpsB/IpcC en S. meliloti, R. leguminosarum, A.
tumefaciens, B. japonicum y rfaC en M. loti y evaluar en cada uno de ellos los fenotipos

del LPS y de nodulacion.

Objetivo Especifico 2: Llevar a cabo estudios de complementacion de mutantes

IpsBllpcC con glicosiltransferasas heterélogas. Analizar en cada caso si la
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complementacion restituye el fenotipo salvaje del LPS y el fenotipo simbiético. Evaluar

la cinética de la nodulacién y la presencia o ausencia de sintomas de defensa de la planta.

Objetivo Especifico 3: Sobreexpresar, en Escherichia coli, los genes IpsB de S. meliloti,

IpcC de R. leguminosarum y rfaC de M. loti.

Objetivo Especifico 4: Determinar la actividad enzimaética de las proteinas LpsB y LpcC

utilizando como precursores los LPS de mutantes /psB/lpcC de S. meliloti y R.

leguminosarum.
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INTRODUCCION

1-1. Biosintesis del LPS

Debido a que el LPS es esencial para las bacterias Gram negativas, su proceso de
biosintesis se encuentra muy conservado. Se estima que la sintesis del LPS requiere un
gran numero de enzimas, codificadas por unos 40 genes (Samuel & Reeves 2003). Como
se menciond anteriormente, la mayoria de las investigaciones realizadas en los
lipopolisacaridos provienen de estudios realizados en E. coli y Salmonella, por lo cual se

describen los pasos de la biosintesis del LPS de estas especies bacterianas.

I-1.1. Biosintesis del Lipido A

El primer paso en la biosintesis del lipido A es la acilacion con B-hidroximiristato
en la posicién 3 de un residuo de UDP-GicNAc llevado a cabo por la aciltransferasa LpxA
(Anderson & Raetz 1987). Esta transferasa de E. coli, reconoce exclusivamente cadenas
acilo de 14 carbonos unidas a un transportador ACP (Acil Carrier Protein). El siguiente
paso es la desacetilacion del producto UDP-3-O-(acyl)-GlcNAc por la metaloenzima
LpxC, este es un paso de suma importancia para que la via de biosintesis continte
(Anderson et al., 1988). LpxC es producto de un gen de copia unica altamente conservado
en bacterias Gram-negativas, por estas razones se considera que es una enzima blanco
para el disefio de nuevos antibidticos (Jackman et al., 2000).

Luego de la desacetilacién, se incorpora una segunda cadena de B-hidroximiristato
en la posicion donde se encontraba el grupo acetilo, es decir en el carbono 2 de la UDP-
3-O-(acyl)-Gle, por accion de la aciltransferasa LpxD, para generar UDP-2,3-
diacilglucosamina (Kelly er al., 1993). Posteriormente una pirofosfatasa altamente
selectiva, LpxH, elimina un grupo fosfato dando como resultado 2,3diacilglucosamina-
1-fosfato, mas conocido como lipido X (Babinski & Raetz, 1998).

Luego se forma un disacarido con enlace  (1,-6) generado por la condensacion
entre una molécula de lipido X y otra de UDP-2,3-diacilglucosamina, este paso es
realizado por la enzima LpxB (Bulawa & Raetz, 1984). Luego de haberse formado el

disacarido de GIcN, la quinasa LpxK fosforila la posicién 4° de dicho disacérido,
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generando asi el lipido IVa (Garrett et al., 1997). El siguiente paso es la adicion de 2
residuos de Kdo al lipido IV a, esto es posible gracias a la enzima bifuncional WaaA,
utilizando CMP-Kdo como nucleétido-aziacar dador (Clementz & Raetz, 1991).

Finalmente, por accion de las enzimas LpxM y LpxL se adicionan 4cido miristico
y laurico, respectivamente a la unidad de GlcN distal por medio de enlace acilo-oxi- acilo.
En E. coli, estas dos aciltransferasas requieren de la presencia del disacarido de Kdo,
depositado por WaaA, para poder realizar las acilaciones correspondientes (Brozek &
Raetz, 1990; Clementz et al., 1997) (Figura 6).

Hasta aqui, los pasos para sintetizar el precursor Kdoz-lipido IVa de E. coli y
Salmonella son los mismos que los descriptos para R. leguminosarumy R. etli. Los pasos
metabolicos posteriores presentes en Rhizobiaceae modifican el Kdo,-lipido IV hasta el
lipido A maduro tipico de estas bacterias. Como se menciono anteriormente, esta familia
posee una gran heterogeneidad en las acilaciones del lipido A. En todos los rizobios
estudiados, una proporcion de las moléculas carecen del grupo acilo en la posicion 3. Se
ha identificado la actividad enzimatica responsable de esta desacilacion en R.

leguminosarum (Basu et al., 1999).
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Figura 6. Estructura y biosintesis del Kdoz-lipido IVa en E. coli K12 (Raetz & Whitfield 2002).
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El segundo paso caracteristico en la sintesis del lipido A en rizobios es la acilacion
del precursor con el 4cido graso extra largo. La enzima que cataliza esta reaccion, LpxXL,
esta asociada a la membrana interna y utiliza como dador un grupo acilo unido al
transportador ACP especifico codificado por el gen acpXL. Los genomas de S. meliloti,
A. tumefaciens y Brucella poseen ortélogos de estos genes, lo que concuerda con la
presencia en estas especies del acido graso extra largo (Basu et al., 2002).

Otra caracteristica tipica del lipido A en Rhizobium spp es la ausencia de
fosforilacion. En R. leguminosarum y R. etli se han identificado actividades enzimaticas
que desfosforilan los extremos 1y 4' del precursor Kdoz-lipido IV (Price et al., 1995).
La fosfatasa, denominada LpxE, normalmente actia posterior a la adicion el acido graso
extra largo. Los homoélogos mas similares a LpxE se encuentran en los genomas de S.
meliloti'y A. tumefaciens. En estas especies solo una pequefia proporcion de las moléculas
de lipido A no poseen grupos fosfatos en el extremo 1(Karbarz et al., 2003).

Ademas el lipido A de Rhizobium etli CE3 presenta un residuo de GlcNato en
lugar de la GlcN proximal. La enzima responsable de la oxidacion de la GlcN es LpxQ y
se encuentra localizada en la membrana externa. No se han detectado homologos a esta
proteina en S. meliloti, lo que concuerda con la ausencia de GlcNato en esta especie (Que-

Gewirth et al., 2003).

I-1.2. Biosintesis del Core

En el genoma de E. coli K12 y Salmonella se encontrd una region del cromosoma
denominada waa (rfa) que codifica para los genes involucrados en la biosintesis del core.
También se han identificado homdlogos para estos genes en otras bacterias no entéricas
(Raetz & Whitfield 2002).

Una vez sintetizado el Kdoz-lipido IVa, las glicosiltransferasas WaaC y WaaF
depositan los residuos de Hep I y Hep I respectivamente; utilizando como sustrato ADP-
L,D-heptosa (Zamyatina et al., 2000; Gronow et al., 2000). Luego, las enzimas WaaP,
WaaY y WaaQ producen modificaciones en el core. En primer lugar la quinasa WaaP
decora la Hepl agregando un residuo de pirofosforiletanolamina (PPEtN). Posteriormente
WaaY agrega un grupo fosfato en el residuo de Hep Il y WaaQ ramifica el core con el
agregado de una tercera Hep (Hep III) (Yethon et al., 1998). Luego, WaaG y WaaO

depositan dos residuos de glucosa (Glc I y Glc II respectivamente) sobre el residuo de
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Hep II (Heinrichs et al., 1998). Sobre esta ultima Glc, se produce una segunda
ramificacion formada por un dimero de galactosa (Gal I y Gal II) por accion de WaaT y
WaaW respectivamente. Por Gltimo WaaV deposita el ultimo azicar del core externo, que
consiste en un tercer residuo de Glc unido a la Glc II (Raetz & Whitfield 2002) (Figura
7). Cuando el ensambe del core se ha completado, el transportador de tipo ABC MsbA
transloca la molécula al lado periplasmatico (Karow & Georgopoulos 1993).

En R. leguminosarum, el primer paso especifico en la biosintesis del core es
catalizado por la enzima LpcC, la cual es codificada por el gen [pcC. Esta proteina es una
manosil transferasa que utiliza GDP-Man como dador del residuo de azucar para
“manosilar” al Kdo interno del aceptor Kdo-lipido IVa. Posteriormente actian las

enzimas LpcA y LpcB que presentan actividad de galactosil- y Kdo-transferasa,

respectivamente (Kanipes et al., 2003a).

Antigeno O Lipldo A

G;m @

Figura 7. Estructura y biosintesis del Core de E. coli R1. (Raetz & Whitfield 2002).

En S. meliloti se ha identificado un gen ortélogo a IpcC de R. leguminosarum, este
gen, denominado IpsB, codifica para la proteina LpsB que también puede depositar
residuos de Man al precursor Kdoz-lipido IVa (Figura 8). Sin embargo, a diferencia de
LpcC también puede afiadir otros aztcares. Estudios realizados por Lagares et al. (2001)
han demostrado que LpsB es una glicosiltransferasa ortéloga a LpcC de R
leguminosarum y las mismas presentan un 58% de identidad y 72% de similitud.

Se ha reportado que LpsB es requerida durante la interaccion planta-bacteria, ya
que una mutacion en el gen IpsB resulta en un fenotipo de nodulaciéon demorada y

competitividad reducida para la ocupancia de nédulos de Medicago sativa por S. meliloti.
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Sin embargo un fenotipo mas drastico fue observado en Medicago truncatula en el cual
la misma mutacion resulta en un fenotipo no fijador de nitrégeno (Fix ) con signos claros

de reacciones de defensa de la planta (Niehaus et al., 1998).
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Figura 8. Manosilacién del Kdo:-Lipid IVa catalizada por LpcC, de R. leguminosarum. (Kanipes, et
al., 2003a).

Estudios de complementacion heter6loga han demostrado que IpsB de S. meliloti
es capaz de complementar una mutacion en lpcC de R. leguminosarum, restaurando el
fenotipo salvaje tanto del LPS como para la nodulacién. Sin embargo IpcC no es capaz
de restaurar la estructura del LPS, ni tampoco la deficiencia simbidtica de un mutante
IpsB de S. meliloti (Lagares et al., 2001).

Para comprender la base bioquimica de esta anomalia genética, las actividades
glicosiltransferasas de ambas proteinas fueron estudiadas en detalle encontrando que
LpcC de R. leguminosarum es una manosiltransferasa altamente selectiva que utiliza
GDP-Man para “manosilar” el residuo de Kdo interno del precursor del LPS Kdo»-lipido
IVa (Kanipes et al., 2003a). Por su parte, LpsB de S. meliloti puede depositar Man
eficientemente en el mismo sustrato que LpcC. Sin embargo la selectividad de azucar-
nucleétido de LpsB es mas relajada que la de LpcC, ya que puede utilizar un diversos
azucar-nucleétidos incluyendo GDP-Man, ADP-Man, UDP-Glc y ADP-Glc (Kanipes et
al., 2003a).
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El hecho que LpcC no sea capaz de restaurar el fenotipo salvaje en el mutante lpsB
de S. meliloti permite suponer que el rol de LpsB in vivo es la transferencia de Glc, en
lugar de Man, al core del LPS naciente (Kanipes et al., 2003b).

En S. meliloti, otros tres genes (IpsC, IpsD, IpsE) que codifican para posibles
glicosiltransferasas estan contiguos a /psB pero se transcriben divergentemente. Aun no
se han determinado las especificidades de estas probables glicosiltransferasas. Sin
embargo, pareceria que estan involucradas en la biosintesis del core, ya que el LPS rugoso
de mutantes en estos genes migra mas rapido que el de la cepa salvaje. Esto se ha
interpretado como la produccién de un core incompleto (Lagares et al., 2001).

A diferencia de lo que ocurre en el resto de los rizobios, un suceso curioso se
observa en Mesorhizobium loti, donde la enzima ortdloga de LpcC/LpsB de esta especie,
RfaC, en vez de agregar una hexosa (como ocurre en el resto de los rizobios) agrega un
residuo de Hep (Turska-Szewczuk et al., 2009); similar a lo que sucede en E. coli y en
otras bacterias patdgenas no pertenecientes al orden Rhizobiales, como Shigella spp. y
Salmonella spp. En contraste a lo anteriormente citado, las enzimas ortdlogas a
LpcC/LpsB de Brucella melitensis y Bartonella henselae, especies patogenas del orden
Rhizobiales, depositan un residuo de hexosa durante la biosintesis del core.

Un analisis comparativo de proteinas ortdlogas a LpsB y LpcC en los genomas
disponibles nos ha brindado un panorama mas general ya que hemos observado que tanto
en bacterias simbi6ticas como patégenas existe un elevado grado de conservacion entre
estas glicosil transferasas (Véase Tabla 10). Es asi que hemos observado elevados
porcentajes de identidad y similitud entre LpsB/LpcC y glicosiltransferasas de
Agrobacterium tumefaciens, Bradyrhizobium japonicum, Brucella melitensis, Bartonella

henselae, entre otros.
I-1.3. Biosintesis del antigeno O

El inicio del ensamblaje del antigeno O se lleva a cabo en la cara citoplasmatica
de la membrana interna. Como ocurre durante la polimerizacion del core, se requieren
enzimas que sinteticen los azucares-nucledtidos precursores y glicosiltransferasas que
posteriormente los ensamblen. Las enzimas involucradas en la biosintesis del antigeno O
estan codificadas por genes situados en el locus rfb, estas glicosiltransferasas pueden estar

solubles en el citoplasma o estar asociadas a membrana (McGrath & Osborn 1991;
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Valvano et al., 2011). A diferencia de la biosintesis del core, la cadena del antigeno O
crece unida al transportador undecaprenil-fosfato (und-P) que estd unido a la membrana
interna. Luego de finalizada la sintesis de una subunidad o del antigeno O completo, es
transportado al espacio periplasmatico, donde se unira al lipido A-core, por accion de la
ligasa WaalL y luego traslocada a la membrana externa (McGrath & Osborn 1991;
Valvano ef al., 2011). Hasta la actualidad se conocen cuatro vias de exporte de antigeno
O al periplasma: Wzy/Wzx-dependiente, sintetasa-dependiente, transportador-ABC y
Wzk-dependiente (Figura 9).

En la via de exporte Wzy/Wzx-dependiente, una subunidad de antigeno O
(formada por unos pocos residuos de azicares) es sintetizada sobre el transportador und-
P en la cara citoplasmatica de la membrana interna (Wang et al., 1996). Luego este
oligosacarido unido al und-P es transportado al periplasma por accion de la traslocasa
Wzx (Marolda ef al., 2006). Ya en el lado periplasmico, comienza la elongacion del
antigeno O. Por accion de la polimerasa Wzy, se adicionan (en tandem) otros
oligosacaridos en el extremo reductor (Whitfield & Valvano 1993; Whitfield & Roberts
1999). Posteriormente este polisacarido naciente es unido al lipido A-core por accion de
la ligasa WaaL y luego traslocado a la membrana externa (Whitfield ef al., 1997). Esta
via de exporte se ha descripto en E. coli K-12, Shigella flexneri y Pseudomonas
aeruginosa (Valvano et al., 2011).

Transportador-ABC: a diferencia de la via Wzy/Wzx-dependiente, la
polimerizacién completa del antigeno O se realiza en la cara citoplasmética de la
membrana interna. Luego el antigeno O completo es traslocado al periplasma por medio
de un transportador de tipo ABC y posteriormente el polisacarido O es acoplado al lipido
A-core por accién de la ligasa Waal. (Raetz & Whitfield 2002). Esta via de exporte se ha
descripto en la cepa de E. coli 09 y Klebsiella pneumoniae O3 y OS. Se ha postulado que
R. etli utiliza esta via para el ensamble del antigeno O (Ojeda et al., 2013).

Por su parte Salmonella entérica serovar Borreze es, hasta ahora, la iinica bacteria
en la que se ha descripto el sistema de exporte sintetasa-dependiente (Keenleyside &
Whitfield 1996). El antigeno O es un homopolimero formado principalmente por
ManNAc. La polimerizacion se inicia en el lado citoplasmatico y a medida que el
polisacarido se va extendiendo, simultaneamente es exportado al espacio periplasmatico
a través de la membrana plasmatica por accion de la misma glicosiltransferasa que lo

sintetiza (Keenleyside et al., 2001; De Angelis, 2002). Una vez localizado el polisacarido
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O en el lado periplasmatico, es unido al lipido A-core por acciéon de Waal (Valvano et
al.,2011).

En la via Wzk dependiente la sintesis del antigeno O comienza con la formacion
de Und-PP-GluNAc, a esta subunidad posteriormente se le adicionan residuos de GlcNac
y Gal alternados; también son decorados con residuos de Fuc (Hug et al., 2010). Luego
de ensamble el antigeno o en la cara citoplasmatica, es traslocado al periplasma por accién
de la flipasa Wzk, accion que involucra la hidrolisis de ATP. El tunico organismo

descripto hasta el momento que utiliza esta via de sintesis del antigeno O es Helicobacter

pylori (Valvano et al., 2011).
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Figura 9. Diagrama ilustrativo de las cuatro vias conocidas para el ensamblaje del antigeno O.
Valvano et al., 2011.

1-1.4. Exporte del LPS

Luego que el LPS ha sido ensamblado por cualquiera de las cuatro vias descriptas
anteriormente, esta macromolécula debe ser exportada a la superficie celular. En E. coli
se ha descripto un complejo multiproteico llamado Lpt, encargado de transportar al LPS
desde la membrana interna, atravesando por el periplasma, hasta la membrana externa.

(Whitfield & Trent 2014; Polissi & Sperandeo 2014). En la membrana interna se ubica el
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subcomplejo de proteinas formado por LptB, LptF, LptG y LptC (Chng et al., 2010; Tran
et al., 2010). Por otra parte en la membrana externa existe un segundo subcomplejo
formado por LptD y LptE. El dominio C-terminal de LptD forma un poro con la
conformacién de barril B que atraviesa toda la membrana externa. Por su parte LptE se
encuentra ocluyendo dicho poro y manteniendo la permeabilidad de la membrana.
Uniendo estos dos subcomplejos se encuentra un tetrdmero formado por LptA (Wu et al.,
2006; Freinkman et al., 2012).

LptB, LptF y LptG forman un complejo ABC que se cree se encarga de extraer el
LPS de la membrana y lo transfiere a LptC, y luego esta ltima cede unidireccionalmente
la molécula LPS a LptA. La estructura de LptA crea un surco hidrofébico que une las dos
membranas, por este surco el LPS puede atravesar el periplasma que es hidrofilico (Okuda
et al., 2012). Cuando el LPS se aproxima a la membrana externa, este se une a LptE y se
supone que esta proteina direcciona a la molécula del LPS a introducirse dentro del lumen
de LptD que translocara el LPS al exterior de la célula (Figura 10). El mecanismo por el
cual la molécula de LPS emerge a la superficie celular, aun no se ha resuelto en detalle
(Whitfield & Trent 2014). Se cree que los procesos de translocacion no discriminan entre
los diferentes grados de polimerizacién del antigeno O. Aparentemente LPS-liso o LPS-

rugoso pueden ser translocados con igual eficiencia (Freinkman et al., 2012).

Membrana
Externa

Membrana
Interna

ATP

Figura 10. Esquema propuesto de la via de exporte de lipopolisacaridos. Whitfield & Trent, 2014.
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I-2. Los polisaciridos de superficie y la formacién de biofilm

Ademas del rol de los los polisacaridos de superficie como moléculas
indispensables para una simbiosis efectiva, también tienen un rol importante en la
formacion de estructuras conocidas como biofilms. Estas estructuras se definen como
comunidades bacterianas adheridas a superficies vivas o inertes y rodeadas en una matriz
de polisacéridos producida por estas mismas bacterias (Costerton et al., 1995). Su
formacion es espontanea en presencia de humedad y en cantidades minimas de nutrientes.
El ciclo vital es un proceso dinamico que estd dividido en 5 etapas: fijacion inicial, union
irreversible, maduracion I, maduracién 11 y dispersion. (Figura 11). Durante las etapas
iniciales las bacterias suspendidas libremente o planctdnicas se fijan a la superficie
mediante atracciones electrostaticas y fuerzas de van der Waals.

Luego de adheridas a una superficie, se establecen colonias bacterianas, las cuales
se reproducen, crecen y constituyen estructuras tridimensionales, entre las que quedan
espacios o canales a través de los cuales circulan agua y nutrientes (Stanley & Lazazzera
2004). Este fenomeno ocurre ciclicamente, bacterias de vida libre o plancténicas se

adhieren al biofilm y bacterias sésiles en el interior del mismo retornan al estado de vida

libre.

Figura 11. Biofilm. a: Ciclo de vital de la formacién del biofilm.1- adhesién inicial; 2- adhesién
irreversible y formacion de microcolonias; 3- maduraciéon I o etapa de crecimiento y division; 4-
maduracién I o etapa de produccion y secrecion de exopolisacaridos; 5- dispersién. Cada etapa del
desarrollo en el diagrama estd ilustrado con una microfotografia de un desarrollo del biofilm en P.
aeruginosa. b: Microfotografia de biofilm de Staphylococcus aureus sobre un catéter (Monroe, 2007).

El biofilm esta constituido estructuralmente por tres componentes: la masa celular,

la cual puede contener una o varias especies bacterianas, a este ultimo se lo denomina
)
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biofilm mixto; los espacios intercelulares y la matriz extracelular que lo rodea compuesta
por una mezcla de exopolisacaridos, proteinas, acidos nucleicos y otras sustancias.

Los EPS actian como protectores de una gran variedad de condiciones de estrés
ambiental como ser rayos ultravioleta, cambios de pH, shock osmético y desecacion
(Danese et al., 2000). Para colonizar otro habitat las bacterias sésiles del biofilm deben
ser capaces de regresar al estado de vida libre para moverse desde el biofilm hacia el
nuevo entorno.

Los biofilms se encuentran diseminados practicamente en cualquier lugar donde
las bacterias se puedan adherir, invadiendo un sin nimero de nichos ecolégicos, entre
ellos placas dentales, utensilios domésticos, cascos de barcos, aires acondicionados,
catéteres e implantes médicos, vias urinarias, piel, etc; y son causantes de multiples
infecciones.

Se ha demostrado que S. meliloti y R. leguminosarum son capaces de formar
biofilms sobre sustratos inertes como ser: vidrio, plastico, e incluso suelo (Fujishige et
al., 2006). Usualmente los rizobios forman biofilm en la superficie de las raices de sus
leguminosas hospedadoras, previo al proceso de nodulaciéon (Williams et al., 2008). En
los rizobios, un numero de componentes superficiales y moléculas secretadas, tales como
EPS, flagelos, componentes de quorum sensing y factores nod se encuentran involucrados
en el desarrollo del biofilm (Fujishige et al., 2006, 2008; Rinaudi & Gonzalez 2009). Se
ha reportado que en B. japonicum la ausencia del antigeno O del LPS incrementa la
formacién de biofilm en superficies plasticas (Lee et al., 2010). Lo mismo ocurre en el
mutante rkpK de Rhizobium rhizogenes, que tampoco posee el antigeno O y aumenta su

capacidad de formacion de biofilm (Abarca-Grau et al., 2011).
I-3. La estructura del LPS afecta la hidrofobicidad superficial bacteriana

Dado que el proceso de nodulacion requiere una intima interaccion célula-célula,
es evidente que las propiedades de la superficie celular, tales como hidrofobicidad o
hidrofilicidad, desempefian un papel importante. Las propiedades fisico-quimicas
generales de la superficie bacteriana suelen ser importantes para las interacciones
producidas durante la nodulacion (Putnoky et al., 1990; Araujo et al., 1994). Por lo tanto,
es posible que alteraciones en los componentes de la superficie celular (por ejemplo, LPS)

gjerzan su efecto de una manera indirecta, probablemente produciendo cambios en la
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hidrofobicidad de la superficie celular. Este efecto indirecto, o no-especifico, de los
componentes de la superficie celular de rizobios en el proceso de nodulacion ha sido
reportado por Park & So (2000), quienes describieron una cepa de Bradyrhizobium
Jjaponicum (mutante por transposicion Tn5) cuyo LPS carece de antigeno O y presenta un
aumento en la hidrofobicidad superficial, comparada con la cepa salvaje. Recientemente
se ha reportado otra cepa de B. japonicum también carente de antigeno O cuya capacidad
de formar biofilm sobre superficies plasticas se vio aumentada como conscuencia de un
incremento en la hidrofobicidad de la superficie bacteriana (Lee et al., 2010).
En E. coli se construyeron mutantes a distintos niveles del core del LPS y se
observé que cuanto mas profunda en la estructura del core se encontraba la mutacion, la
superficie de las bacterias se volvian mas hidrofobicas; y por consiguiente se

incrementaba la autoagregacion y la capacidad de formar biofilm sobre superficies

plasticas (Nakao et al., 2012).
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MATERIALES Y METODOS

I-4. Modelo de estudio

Dominio: Bacteria
Divisién: Proteobacteria
Clase: a-Proteobacteria
Orden: Rhizobiales

Familia: Rhizobiaceae

Género: Rhizobium
Especie: Rhizobium leguminosarum

Género: Sinorhizobium (Ensifer)

Especie: Sinorhizobium meliloti (Ensifer meliloti)

Género: Agrobacterium
Especie: Agrobacterium tumefaciens
Género: Bradyrhizobium
Especie: Bradyrhizobium japonicum
Género: Mesorhizobium
Especie: Mesorhizobium loti
Familia: Bartonellaceae
Género: Bartonella
Especie: Bartonella henselae
Familia: Brucellaceae
Género: Brucella
Especie: Brucella melitensis
Clase: B-Proteobacteria
Orden: Burkholderiales
Familia: Alcaligenaceae
Género: Bordetella
Especie: Bordetella bronchiseptica

I-4.1. Cepas bacterianas, plasmidos y oligonucleétidos

Tabla 1. Cepas bacterianas empleadas en este trabajo

Materiales y Métodos
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Escherichia coli

DH5a

S17-1.

Caracteristicas

recAl, DlacU169, 80dlacZDM15. Cepa hospeda-
dora utilizada en los experimentos de clonado.

MM294, RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7 integrado en el
Cromosoma.

Sinorhizobium meliloti

2011

Sm46

Sm46-110

Sm46-120

Sm46-130

Sm46-150

Sm46-160

Sm46-170

Sm46-180

Sm46-190

Caracteristicas

Cepa silvestre, simbionte de Medicago sativa,
Medicago truncatula, Sm' derivada de la cepa SU-
47

S. meliloti 2011 IpsB::lacZ-Gm (fusién transcripcion
lacZ-Gm en el sitio Kpnl del gen IpsB), Sm’, Gm’

Sm46 portadora del plasmido pJF110 (pFAJ1708-
IpcC de B. japonicum) Sm', Gm', Tc'

Sm46 portadora del plasmido pJF120 (pFAJ1708-
IpeC de A. tumefatiens) Sm', Gm', Tc'

Sm46 portadora del plasmido pJF130 (pFAJ1708-
IpcC de B. henselae) Sm', Gm', Tc'

Sm46 portadora del plasmido pJF140 (pFAJ1708-
rfaC de M. loti MAFF 303099) Sm", Gm', Tc"

Sm46 portadora del plasmido pJF160 (pFAJ1708-
IpcC de R. leguminosarum) Sm', Gm', Tc'

Sm46 portadora del pldsmido pJF170 (pFAJ1708-
IpsB de S. meliloti) Sm", Gm', T¢*

Sm46 portadora del plasmido pJF180 (pFAJ1708-
IpcC de B. melitensis) Sm', Gm', Tc'

Sm46portadora del plasmido pJF190 (pFAJ1708-
rfaC de B. bronchiseptica) Sm', Gm', T¢*

Referencia

Coleccion Lab.

Coleccion Lab.

Referencia

Casse et al.,
1979

Lagares et al.,
1992

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
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Rhizobium leguminosarum bv. Viciae

3855

Sm44

Sm44-110

Sm44-120

Sm44-160

Sm44-170

Sm44-180

Caracteristicas

Cepa silvestre, simbionte de Pisum sativum.

3855 IpcC::nptll. Nm'

Sm44 portadora del plasmido pJF110 (pFAJ1708-
IpcC de B. japonicum) Nm', Tc'

Sm44 portadora del plésmido pJF120 (pFAJ1708-ipcC
de A. tumefaciens) Nm', Tc'

Sm44 portadora del plasmido pJF160 (pFAJ1708-
IpcC de R. leguminosarum) Nm', Tc'

Sm44 portadora del plésmido pJF170 (pFAJ1708-
IpsB de S. melilot?) Nno', Tc*

Sm44 portadora del plasmido pJF180 (pFAJ1708-
IpcC de B. melitensis) Nm', Tc'

Referencia

Coleccion Lab.

Cortesia Dr.
Ronson

Este trabajo
Este trabgjo
Este trabajo

Este trabajo

Bradyrhizobium japonicum

USDAL110

Sm70

Sm70-110

Sm70-120

Sm70-130

Sm70-150

Sm70-160

Sm70-170

Caracteristicas

Cepa silvestre, simbionte de Glycine max. Sm'

USDAI110, IpcC::lacZ-Gm (fusién transcripcional
lacZ-Gm en el sitio Sall del gen IpcC), Sm', Gm'".

Sm70 portadora del plasmido pJF110 (pFAJ1708-
IpcC de B. japonicum). Sm', Gm', Tc'

Sm70 portadora del pldsmido pJF120 (pFAJ1708-
IpeC de A. tumefaciens). Sm', Gm', Tc'

Sm70 portadora del plasmido pJF130 (pFAJ1708-
IpcC de B. henselae). Sm', Gm', Tc"

Sm70 portadora del plasmido pJF150 (pFAJ1708-
rfaC de M. loti MAFF 303099). Sm', Gm’, Tc¢"

Sm70 portadora del plasmido pJF160 (pFAJ1708-
IpcC de R. leguminosarum). Sm', Gm', Tc'

Sm70 portadora del plasmido pJF170 (pFAJ1708-
IpsB de S. meliloti). Sm', Gm', Tc¢'

Referencia

Coleccion Lab.

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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Sm70-180

Sm70-190

Walter Ferrari

Sm70 portadora del plasmido pJF180 (pFAJ1708-
IpcC de B. melitensis). Sm', Gm', T¢'

Sm70 portadora del plasmido pJF150 (pFAJ1708-
rfaC de B. bronchiseptica). Sm', Gm', Tc*

Agrobacterium tumefaciens

Cs8
Smé69
Sm69-110
Sm69-120
Smé69-130
Smé69-150
Sm69-160
Smé69-170
Sm69-180

Sm69-190

Caracteristicas

Patogeno de plantas, capaz de formar tumores en la
planta hospedadora

C58 lpcC::lacZ-Gm (fusion transcripcional lacZ-Gm
en el sitio Kpnl del gen IpcC), Gm*

Sm69 portadora del plasmido pJF110 (pFAJ1708-
IpcC de B. japonicum). Gm', Tc'

Sm69 portadora del plasmido pJF110 (pFAJ1708-
IpcC de A. tumefaciens). Gm', Tc'

Smé69 portadora del plasmido pJF110 (pFAJ1708-
IpcC de B. henselae). Gm', Tc'

Sm69 portadora del pldsmido pJF110 (pFAJ1708-
rfaC de M. loti MAFF 303099). Gm', Tc'

Sm69 portadora del plasmido pJF110 (pFAJ1708-
IpcC de R. leguminosarum). Gm', Tc'

Sm69 portadora del plasmido pJF110 (pFAJ1708-
IpsB de S. meliloti). Gm', Tc*

Sm69 portadora del plasmido pJF110 (pFAJ1708-
IpcC de B. melitensis). Gm', Tc'

Sm69 portadora del plasmido pJF110 (pFAJ1708-
rfaC de B. bronchiseptica). Gm', Tc'

Mesorhizobium loti

MAFF
303099
Sm80

Caracteristicas

Cepa silvestre, simbionte de Lotus spp.

M. loti MAFF 303099 rfaC::pK18mob2 Nm'

Este trabajo

Referencia

Coleccion Lab.

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo.
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Referencia

Cortesia Dra.
J. Estrella

Este trabgjo
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Sm81

M. loti MAFF 303099 rfaF::pK18mob2 Nm' Este trabajo

Bartonella henselae

Houston-1

Caracteristicas Referencia

Patégeno-Zoonético, intracelular facultativo; cuyo  Coleccién Lab.
reservorio es el gato doméstico. Se trabajé
unicamente con ADN

Brucella melitensis

M-16

Caracteristicas Referencia

Patégeno-Zoondtico causante de la enfermedad Coleccion Lab.
Brucelosis. Se trabaj6 unicamente con ADN

Bordetella bronchiseptica

RB50

Caracteristicas Referencia

Causa enfermedades en via respiratorias en cerdos. Coleccion Lab.
Se trabajé tinicamente con ADN

Tabla 2. Plasmidos empleados en el presente trabajo

Plismido

pK18mob2

pK19mob2
pAB2001
pMS255

pFAJ1708

pJF110

pJF120

Caracteristicas Referencia
Derivado del plasmido pK18, mob, Km' Schifer et al.
(1994)
Derivado del plasmido pK19, mob, Km' ‘Schiifer et al.
(1994)
Derivado de pUC6S, cassette lacZ-Gm' Becker et al.
(1995)
Derivado de pUC6S, casserte Gm' Becker et al.
(1995)

Plasmido de expresidon, conteniendo el promotor Dombrecht et al.

constitutivo nprll Ap" Tc' (2000)

Derivado de pFAJ1708, conteniendo /pcC de B.  Este trabajo
Japonicum en los sitios Hindlll, Kpnl. Ap" Tc'

Derivado de pFAJ1708, conteniendo IpcC de A. Este trabajo
tumefaciens en los sitios Hindlll, EcoRl. Ap" Tc'

Materiales y Métodos
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pIF130

pJF150

pIF160

pJF170

pJF180

pJF190

pFJ210

pF1220

pFJ230

pFJ240

Walter Ferrari

Derivado de pFAJ1708, conteniendo lpcC de B.
henselae en los sitios BamHI, EcoRI. Ap" Tc'

Derivado de pFAJ1708, conteniendo rfaC de M. loti
MAFF303099 en los sitios HindllI, Kpnl. Ap" Tc'

Derivado de pFAJ1708, conteniendo IpcC de R.
leguminosarum en los sitios BamHlI, EcoRI1. Ap* Tc'

Derivado de pFAJ1708, conteniendo IpsB de S.
meliloti 2011en los sitios Hindlll, EcoRI. Ap" Tc'

Derivado de pFAJ1708, conteniendo /pcC de B.
melitensis M16 en los sitios Hindlll, Kpnl. Ap* Tc*

Derivado de pFAJ1708, conteniendo rfaC de B.
bronchiseptica en los sitios Hindlll, EcoRI. Ap' T¢'

Derivado de pK18mob2, conteniendo IpcC:: lacZ-
Gm de B. japonicim en los sitios Hindlll, Kpnl,

Derivado de pK18mob2, conteniendo /pcC::Gm de
A. tumefaciens en los sitios Hindlll, EcoRl, Km'

Derivado de pK18mob2, conteniendo fragmento
interno de 314pb de rfaC de M. loti en los sitios
BamHI, Hindill, Km'

Derivado de pK18mob2, conteniendo fragmento
interno de 376 pb de rfaF de M. loti en los sitios
BamH1, Hindlll, Km'

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Tabla 3. Cebadores empleados en este trabajo

Gen

Secuencia

Sinorhizobium meliloti (Para el clonado en pFAJ1708)
IpsB  Forw. §- AAAAAAGCTTAATTGATTGTCGCAGGCG -3

Hindlll

IpsB  Rev. 5’- AAAAGAATTCTAGCCAAGATCAACGCATCA -3

EcoRI

Rhizobium leguminosarum (Para el clonado en pFAJ1708)
IpcC  Forw. 5-AAAAGGATCCTCCCTTGCCTGATATCCGT-¥

BamHI

Materiales y Métodos
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IpcC  Rev.5- AAAAGAATTCTTCTCTTTTCGGCTTCAGCT-3
EcoRI

Agrobacterium tumefaciens (Para el clonado en pFAJ1708 y pK18mob2)

IpcC  Forw. -AAAAAAGCTTAGACGGAAGCCCATCTTGT ¥
Hindlll

IpcC Rev. - AAAAGAATTCGGATATCACCCCCGCTGTAA-®
EcoRI1

Bradyrhizobium japonicum (Para el clonado en pFAJ1708 y pK18mob2)

IpcC  Forw.5-AAAAAAGCTTTAAACGGAGCGTGACGTGG-¥»
HindIll

IpcC  Rev. 8’-AAAAGGTACCATTCTGCTGGCACCGACTACT-3’
Kpnl

Mesorhizobium loti (Para el clonado en pFAJ1708)
rfaC  Forw. -AAAAAAGCTTCACGGCATGAAGGTTCTGAT-3
Hindlll

rfaC Rev. 5-AAAAGGTACCCGCCAGAGCGAATTCTGAAAA-¥
Kpnl

Mesorhizobium loti (Para el clonado de un fragmento interno de 314 pb en pk18mob2)
rfaC Forw. 5- CGGGATCCTCTGCTGAAATCGGCCCT -3’
BamHI

rfaC  Rev.5- CCCAAGCTTTTCCGATCCAGTCTTCAACA -3
HindlIl

Mesorhizobium loti (Para el clonado de un fragmento interno de 376 pb en pk18mob2)

rfaF Forw. 8- CGCGGATCCAAATTCGCGGCTCTGATG -3’
BamH]1

rfaFF  Rev.5- CCCAAGCTTAGGAGAGGTGCAGCCAGAC -3¥
Hindlll

Bartonella henselae (Para el clonado en pFAJ1708)

IpcC  Forw. 5’-AAAGGATCCCTAAATTATTATGCATGTGTC-3’
BamH]

IpcC  Rev. ’-AAAGAATTCTTAAAGTGTTTTTTGCGCAA-3
FEcoRI
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Brucella melitensis (Para el clonado en pFAJ1708)

IpcC Forw. 8°- AAAAAAGCTTTTCGTCTGATTTTCCGTGACT-3
Hindlll

lpcC  Rev. 5- AAAAGGTACCTTATCTTCCTGCGAAAACCTG-3
Kpnl

1-4.2. Medios y condiciones para el cultivo de rizobios y E. coli

1-4.2.1. Medios de cultivo para rizobios

La composiciéon de los medios utilizados para el cultivo de las bacterias
pertenecientes a los géneros Agrobacterium, Rhizobium, Mesorhizobium,

Bradyrhizobium y Sinorhizobium fue la siguiente:

Medio TY: (Beringer, 1974) modificado

CaCl2 2H20 0,4¢g
Tripteina Bacterioldgica 50g
Extracto de levadura 30g
H>0 desionizada hasta completar 1.000 ml

Medio YEM: (Vincent, 1970) modificado

Manitol 10g
Extracto de levadura 10g
K2HPOq 05g
MgSO4 2H,0 02¢g
NaCl 0,1g g
Rojo Congo 0,025 g (inicamente en medio s6lido) §
H>O desionizada hasta completar 1.000 ml 5
z
2
Medio PSY: (Regensburger & Hennecke 1983) §
Peptona 10g .
Extracto de levadura 10g ‘—;
KH>POq4 03¢g Eu"

wu
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Na;HPO4

HO desionizada hasta completar

*Una vez Autoclavado agregar:

MgS0O47H,0 [10 %]
CaCly [5 %]
Biotina

Micronutrientes** [100X]

**Micronutrientes  [100X]:
H3;BO;
ZnS042H,0
FeCl3
CuS04 5H20
MnCl;
NaMoO4 2H20

Medio RDM: (Vincent, 1970)

Sacarosa

Solucién A*

Solucién B**

Biotina [2,5mg/ml]
Tiamina [10mg/ml]

H>0 desionizada hasta completar

*Soluciéon A [10X]
KNO3
CaCl2 2H,O
MgSO4 7TH20O
FeCl; 6H20

**Solucion B [10X]

Walter Ferrari

03g
988 ml

1,0 ml
1,0 ml
0,2 mg
10 ml

100 mg/1
1,0 mg/l
1,0 mg/l1
0,5 mg/1
0,15 mg/l
0,1 mg/l

5g

100 ml
100ml

4 ml

1 mi
1000 ml

6g

2,5¢
0,1g
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K;HPO4 10g
KH;PO4 10g

La temperatura de incubaciéon para los cultivos de las cepas bacterianas
pertenecientes a la familia Rhizobiaceae fue 30 °C. Los cultivos en medios liquidos fueron

agitados en un agitador rotatorio a 150 rpm.

1-4.2.2. Medios de cultivo para E. coli

La composicién del medio utilizado para el cultivo de Escherichia coli fue la

siguiente:

Medio LB (Luria-Bertani): (Sambrook ef al., 1989)

NaCl 50g
Tripteina Bacteriologica 10,0 g
Extracto de levadura 50g
H20 desionizada hasta completar 1.000 ml

La temperatura de incubacion para los cultivos de E. coli fue 37 °C. Los cultivos

en medios liquidos fueron agitados a 150 rpm.

*Para la preparacion de medios sélidos se agrego 1,5 % p/v de agar-agar.

*1a esterilizacion fue realizada en autoclave a 120 °C durante 20 min.

I-4.2.3. Antibioticos empleados

Los antibi6ticos fueron adicionados a los medios de cultivo a partir de soluciones
madres [1.000X] esterilizadas por filtracidon (filtros de nitrocelulosa de 0,20 pum). Las

concentraciones finales en los medios de cultivo fueron las siguientes:

Para E. coli:
Ampicilina (Amp) 100 pg/ml
Kanamicina (Km) 25 pg/ml

Materiales y Métodos
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Tetraciclina (Tc)

Gentamicina (Gm)

Para S. meliloti:
Streptomicina (Sm)
Gentamicina (Gm)

Tetraciclina (Tc)

Para B. japonicum:
Streptomicina (Sm)
Gentamicina (Gm)

Tetraciclina (Tc)

Para A. tumefaciens:
Rifampicina (Rif)
Gentamicina (Gm)

Tetraciclina (Tc)

Para R. leguminosarum:
Neomicina (Nm)

Tetraciclina (Tc¢)

Para M. loti:
Neomicina (Nm)

Tetraciclina (Tc)

I-5. Extraccion de ADN bacteriano

Walter Ferrari

10 pg/ml
20 pg/ml

200 pg/ml (Resistencia de la cepa)
40 pg/ml
10 pg/ml

400 pg/ml (Resistencia de la cepa)
40 pg/ml
10 pg/ml

100 pg/ml (Resistencia de la cepa)
40 pg/ml
10 pg/ml

120 pg/ml
10 pg/ml

120 pg/mi
10 pg/ml

I-5.1. Extraccion de ADN genomico de rizobios (Walsh ef al., 1991)

Las cepas fueron crecidas en medio sélido y se colectaron las células

correspondientes a varias colonias, las cuales fueron lavadas 2 veces con una solucién

IM de NaCl. Posteriormente se agregaron 200 ul de Resina Chelex®, BIO-RAD; seguido

Materiales y Métodos
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de agitacion con vortex. La mezcla se incubé a 56 °C por 10 min y luego a 100 °C durante
10 min, seguido de una nueva agitacion con vortex. Posteriormente se centrifugé a 10.000
rpm durante 2 min. El sobrenadante fue utilizado como molde para las reacciones de

amplificacion por PCR (Polymerase Chain Reaction).

1-5.2. Extraccion de ADN plasmidico por el método de Lisis Alcalina (Le Gouill et
al., 1994)

Las cepas de E. coli fueron crecidas en medio LB soélido con los antibidticos
correspondientes. Las células se colectaron de las placas por arrastre con ansa y luego
fueron resuspendidas en 200 pl de solucion PI. Esta suspension se agité vigorosamente
con vortex hasta homogeneizar la totalidad de la masa bacteriana, posteriormente se
agregaron 200 pl de solucion PII mezclando hasta producida la lisis, luego se adicionaron
200 pl de solucion PIII seguida de centrifugacion a 11.000 rpm durante 10 min. El
sobrenadante fue colectado y transferido a otro tubo de 1,5 ml al cual se le adicionaron
0,7 ml de isopropanol frio y la mezcla fue incubada a -20 °C durante 30 min.
Posteriormente se centrifugd a 11.000 rpm durante 10 min, el sobrenadante fue descartado
y el precipitado resultante fue lavado dos veces con 1 ml de etanol 70 % frio. Luego de
ambos lavados se centrifugé a 11.000 rpm durante 10 min, el peller fue secado a 37 °C y

resuspendido en H20 bidestilada.
Soluciones Minipreps para extracciéon de ADN plasmidico

Solucién PI: (para un volumen final de 20 ml)

Glucosa [50 mM] 1,0 ml
Tris-HC1 ~ (pH 8) [25 mM] 0,5 ml
EDTA-Na> (pH 8) [10 mM] 1,0 ml
H20 desionizada 17,5 ml

Solucién PII: (para un volumen final de 1,2 ml)

SDS 10 % 120 wl
NaOH [10 N} 24 pl
H>O desionizada 1.056 pul
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Solucién PIII: (para un volumen final de 100 ml)

Acetato de potasio [5,0 M] 60 ml
Ac. Acético Glacial 11,5 ml
H,O desionizada 28,5 ml

*La Solucién PII se prepara en el momento de ser utilizada.

1-6. Reaccion en Cadena de la Polimerasa

I-6.1. Amplificaciéon de lpsB/lpcC y rfaC mediante PCR (Reaccién en Cadena de la
Polimerasa)

Los ensayos de PCR fueron realizados empleando un termociclador TC-312

Techne®. La composicion de las mezclas de reaccion utilizadas fue (para un volumen

final de 50 ul):

H20 bidestilada estéril 26,5 ul

Buffer [10X] 5pul

PCR enhancer [2X] 10 ul

dNTPs [10 mM] 1,5 ul

Cebadores [25 uM] 1,0 pl de cada uno.
MgS0O4 [50 mM] 1,0 pl

ADN molde 3.0 ul

Polimerasa PFX Platinum®, Invitrogen 1,0 pl

Finalizada la reaccion de PCR, los productos de PCR fueron analizados mediante
electroforesis en gel de agarosa 0,8 % (p/v) utilizando una cuba Mini-Sub CellGT®, BIO-
RAD, conteniendo Buffer TBE 0,5X, y separados a 90 voltios. Se sembraron 5 pl del
producto de PCR adicionando 1 pl de buffer de carga (loading buffer) 6X suplementado
con SYBR®green. Estas mismas condiciones se utilizaron para corroborar los productos
de digestion de plasmidos recombinantes. Los geles fueron visualizados en un

transiluminador de luz azul.
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I-7. Transformaciéon bacteriana y ensayos de Conjugacién (adaptado de Sambrook et
al., 1989)

I-7.1. Obtencién de células Competentes Quimicas

Se partié de un cultivo liquido de 5 ml de medio LB en el cual células de E. coli
fueron crecidas durante toda la noche a 37 °C. A partir de éste, se inoculé 1 ml en 20 ml
de medio fresco y se hizo crecer durante 3 hs hasta DOgoonm=0,5. Estos 20 ml de cultivo
se centrifugaron a 6.000 rpm durante 5 min a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y al pellet
se agregaron 10 ml de CaCl, 100 mM esterilizado por filtracion. El pellet fue
resuspendido con agitacion suave e incubado en hielo durante 30 min. Pasado este tiempo
de incubacion se centrifugd a 5.000 rpm durante 5 min a 4 °C, el sobrenadante fue
descartado y al pellet se le adicionaron 1,7 ml de CaCl; 100 mM y 0,3 mi de glicerol
estéril. El pellet se resuspendié por agitacion suave y se fracciond en tubos de 1,5ml, los

cuales fueron guardados inmediatamente a -80 °C para su posterior uso.
I-7.2. Transformacién bacteriana (Sambrook et al., 1989).

A células competentes (quimicas) se agregé 1 6 10 pl del plasmido o mezcla
resultante de la ligacion, respectivamente. La mezcla se incub6 durante 30 min en hielo
y luego se realiz6 un choque térmico a 42 °C durante 3 min. Posteriormente se adiciond
1 ml de medio LB y se incubé a 37 °C durante 40 min. Luego de esta incubacion se

sembraron 100 pl en una placa con medio LB suplementado con los antibidticos

apropiados.
1-7.3. Ensayos de Conjugacién

Las conjugaciones que se realizaron para este trabajo, fueron conjugaciones
biparentales, empleando la técnica descripta por Simon ef al. (1989).

Se hicieron crecer rizobios en 5 ml de medio TY suplementado con los
antibioticos apropiados durante toda la noche (hasta alcanzar una DOgoonm=0,4-0,6). Del
cultivo inicial se tomaron 0,8 ml que fueron centrifugados a 3.500 rpm durante 4 min. Se
descarté el sobrenadante y se agreg6 al pellet 1 ml de medio TY, se resuspendié por

agitacion suave y se volvid a centrifugar a 3.500 rpm durante 4 min. Nuevamente se
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elimind el sobrenadante conservando el pellet. Este lavado se realizé para eliminar restos
de medio y antibidticos que pudieren interferir en la posterior conjugacion. Ademas,
simultdneamente se hicieron crecer en medio LB suplementado con los antibiéticos
apropiados durante 12hs E. coli S17-1 conteniendo el plasmido a movilizar. De este
cultivo inicial se tomaron 100 pul y se inocularon en medio LB fresco. Luego de 3 hs de
crecimiento, 0,8 ml del cultivo fueron centrifugados a 3.500 rpm durante 3 min. El pellet
resultante fue lavado dos veces con medio LB estéril, luego colectado y transferido al
tubo que contenia el pellet del cultivo de rizobios. A este tubo que contiene ambos pellets
se adicionaron 100 pul de medio TY y se mezcl6 hasta resuspenderlos. La suspension fue
colocada en una placa de Petri conteniendo medio sélido TY sin antibidticos e incubada
a 30 °C durante 48 hs. La masa bacteriana fue tomada del medio solido y resuspendida en
1 ml de medio TY liquido. A partir de esta suspension bacteriana se sembraron 100 pl de
la misma en medio sélido TY suplementado con los antibidticos adecuados para la
seleccion de las bacterias transconjugantes.

*En el caso de B. japonicum el medio de cultivo utilizado fue PSY y en R. leguminosarum

el medio fue RDM.
I-8. Obtencién de mutantes IpsB/IpcC'y rfaC (Quandt & Hynes 1993)
I-8.1. Mutagénesis Sitio-Dirigida mediante integracion de plasmido

En esta ocasion se describe la obtencion de mutantes para el gen rfaC de M. loti,
los mutantes para rfaF de la misma especie bacteriana se obtuvieron de manera similar.

Por reaccion de PCR se amplificé un fragmento interno del gen rfaC, utilizando
los cebadores descriptos en la Tabla 3. Dicho fragmento fue digerido con las enzimas de
restriccion BamHI y Hindlll; a su vez el plasmido pK18mob2 fue digerido con las mismas
enzimas Los productos de digestion fueron ligados empleando la ligasa del fago T4
(Promega) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La mezcla de ligacion
conteniendo el vector pK18mob2-rfaC fue utilizada para transformar células competentes
de E. coli DHS5a. La seleccion se llevo a cabo en medio LB suplementado con Km y X-
Gal. A partir de los clones transformantes (colonias blancas) se purificé el pldsmido
pK18mob2-rfaC el cual fue introducido mediante transformacion en células competentes

de E. coli S17-1.
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Luego de seleccionadas las colonias de E. coli con el plasmido pK18mob2
recombinante debido a la resistencia a Km, el mismo se movilizé mediante conjugacion
a M. loti. Debido a que el plasmido pk18mob2 no es replicativo en rizobios, se
seleccionaron aquellos transconjugantes en los que ocurrié un evento de recombinacion

(integracion del vector) mediante crecimiento en medio RDM suplementado con Nm.
1-8.2. Mutagénesis Sitio-Dirigida mediante doble recombinacion homologa

Para este procedimiento se describira la obtencion de mutantes para el gen IpcC
de B. japonicum. La mutagénesis de [pcC de A. tumefaciens se llevé a cabo de manera
similar.

Mediante PCR se amplifico la secuencia que codifica para el gen IpcC,
(incluyendo 15pb corriente arriba y 72 pb corriente abajo) utilizando los cebadores
especificos, descriptos en la Tabla 3. El producto de PCR fue digerido con las enzimas
de restriccion HindlIll y Kpnl. A su vez el plasmido pK18mob2 fue digerido con las
enzimas de restriccion Hindlll y Kpnl.

Una vez digeridos tanto el producto de PCR como el pldsmido e inactivadas las
enzimas de restriccion a 70 °C, se procedi6 a la ligacion de ambos. Con el producto de
esta ligacion se transformaron células competentes de E. coli DHSa. Las células de E.
coli transformadas fueron crecidas en presencia de Km y X-Gal; se seleccionaron las
colonias blancas, ya que serian éstas las portadoras del plasmido recombinante. Dicho
plasmido recombinante, designado pK18mob2-ipcC, fue purificado y digerido con la
enzima de restriccion Sall. El gen IpcC posee un Gnico sitio Sall en la posicion 556.

Por otra parte el plasmido pAB2001 fue digerido con la enzima Sall. Este
pldsmido cuenta con un cassette de resistencia a Gm precedido por el gen lacZ (cassette
lacZ-Gm), el cual se encuentra flanqueado por los sitios de corte Sall; al digerir con esta
restrictasa se libera dicho cassette, el cual se ligd con el plasmido recombinante
(pK18mob2-IpcC) previamente digerido con la misma enzima de restriccion; se espera
que el cassette lacZ-Gm se inserte dentro del gen IpcC. Luego de esta ligacion se
trasformaron células de E. coli competentes, y se seleccionaron las colonias que contenian
el plasmido recombinante, por la resistencia a Km y Gm.

Una vez seleccionadas las colonias de E. coli con el plasmido pK18mob2-

IpcC::lacZ-Gm, el mismo fue movilizado mediante conjugacién biparental al rizobio, en
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esta oportunidad B. japonicum. Los transconjugantes fueron seleccionados en medio PSY
suplementado con Gm y Sm.

Debido a que el plasmido utilizado no es replicativo (suicida) en rizobios, ya que
no posee un origen de replicacion reconocido por estos, la inica forma que incorpore la
resistencia a Gm es mediante eventos de doble recombinaciéon homéloga, es decir
intercambio del gen mutado (plasmidico) por el gen salvaje (cromosémico). En este caso
se seleccionaron aquellos clones en donde ocurrieron dichos eventos de doble
recombinacién homoéloga. Para diferenciar estos clones de aquellos en donde ocurrié un
unico evento de recombinacion homdloga, se seleccionaron las colonias resistentes a Gm

(IpcC::lacZ-Gm) y sensibles a Nm (resistencia del vector).

I-9. Complementacion Heterdloga

Para los ensayos de complementacion se utiliz6 el plasmido pFAJ1708 el cual es
replicativo en E. coli y en rizobios. Este plasmido tiene la particularidad de que los
fragmentos que se clonan estan bajo el control del promotor constitutivo nprll, el cual es
un promotor fuerte, asegurando de este modo la transcripcion de la region de ADN
clonada corriente abajo. El plasmido pFAJ1708 fue digerido con las enzimas HindIIl y
EcoRI. El producto de esta digestion se ligo con el gen (en este caso IpsB de S. meiloti),
previamente amplificado por reaccion de PCR y digerido con las mismas enzimas.

Con el producto de la ligacion se transformaron células de E. coli. Los clones
portadores de plasmidos recombinantes fueron controlados mediante digestion con las
mismas enzimas de restriccion utilizadas anteriormente y posteriormente movilizados por

conjugacion biparental a los distintos mutantes a complementar.

1-10. Evaluacién de la capacidad de mutantes afectados en el LPS para crecer en
medios suplementados con SDS

Las cepas que presentan alteraciones en el LPS usualmente adquieren una mayor
sensibilidad a compuestos tensoactivos como el detergente aniénico SDS (Clover et al.,
1989). Con el objeto de analizar si las alteraciones en el LPS presente en las cepas
mutantes afectan la capacidad de crecer en presencia del detergente, las mismas fueron
crecidas en medios de cultivo s6lidos suplementados con diferentes concentraciones de

SDS (0,05; 0,075, 0,1 y 0,15 % (p/v)), dependiendo de la especie de rizobio.
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I-11. Lipopolisacaridos: Aislamiento y Analisis
I-11.1. Aislamiento de Lipopolisacdridos (LPS)

Para el aislamiento de Lipopolisacaridos se partieron de 5 ml de cultivo, los
rizobios fueron crecidos en medio TY, excepto B. japonicum que fue cultivado en medio
PSY, a una temperatura de 30 °C y con una agitacién de 150 rpm hasta obtener una
DO600nm=0,8. El cultivo fue centrifugado a 12.0000 rpm durante 3 min. Para eliminar
restos de medio de cultivo y polisacaridos liberados al mismo, los pellets bacterianos
fueron lavados con NaCl 0,9 % (p/v). Los pellets de B. japonicum fueron primero
sometidos a un lavado con 1 M NaCl y posteriormente a un segundo lavado con NaCl 0,9
% (p/v). Para esta especie de rizobio se realizaron dos lavados debido a la gran cantidad
de polisacaridos que libera al medio extracelular. Luego de este procedimiento se

utilizaron dos técnicas diferentes para aislar los Lipopolisacéaridos.
I-11.1.1. Aislamiento con Polimixina B (Valverde et al., 1996)

Cabe aclarar que ésta técnica se realizé para extraer LPS de todos los rizobios,
excepto de B. japonicum.

A los pellets, obtenidos seguin se describio anteriormente, se les agregé 100 ul de
EDTA-Na [100 mM] (pH 8), seguido de una agitacion con vortex durante 15 min.
Posteriormente la mezcla fue centrifugada a 14.000 rpm durante 3 min. Luego de la
centrifugacion se extrajo el sobrenadante, el cual fue transferido a otro tubo de 1,5 ml. A
continuacion se agregaron 60 pl de Polimixina B (BIO-RAD) inmovilizada en agarosa,
la cual tiene la particularidad de unirse al lipido A de los LPS; seguido de otra agitacion
con vortex durante 15 min. Posteriormente se centrifugé6 a 14.000 rpm durante 2 min y se
descarto el sobrenadante. A los pellets se les agregaron 200 pl de Buffer Fosfato 100 mM
(pH 7), seguido de agitacion con vortex y centrifugacion a 12.000 rpm durante 2 min. Se
descartaron los sobrenadantes y a los pellets resultantes se adiciond 80 ul de buffer
muestra (sample buffer), seguido de incubacién a 100 °C durante 5 min. Las muestras
fueron sometidas a sonicacion a una frecuencia de 50 kHz durante 15min. Posteriormente

se centrifugaron a 10.000 rpm durante 2 min y se procedié al analisis del perfil de los LPS
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mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, segun se detalla en Krauss et al.

(1988).

I-11.1.2. Aislamiento de LPS mediante el método Fenol-Agua (Westphal & Jann 1965)

Debido a que no se obtuvieron preparaciones apropiadas para el anlisis de los
LPS de B. japonicum utilizando la extraccion con Polimixina, se procedio a realizar dicha
extraccion empleando el método de Fenol-Agua. Para ello se agregaron 7,14 ml de la
mezcla fenol-H20 45:55, (v/v) por cada gramo de células himedas. La mezcla obtenida
fue incubada a 68 °C con agitacion enérgica durante 20 min. Las fases fenolica y acuosa
fueron separadas por centrifugacion a 12.000 rpm durante 15 min. Se extrajo la fase
acuosa en un nuevo tubo y se agreg6 a la fase fendlica anterior un volumen de agua igual
al extraido. Se centrifugé nuevamente para separar las dos fases y se volvié a extraer la
fase acuosa, la cual se mezclé con la fase anteriormente extraida. La fase acuosa
resultante, fue dializada contra agua bidestilada durante dos dias a temperatura ambiente
para eliminar los restos de fenol. Para ésta didlisis se empledé una membrana con un
tamafio de corte de 12 kDa. La suspension de LPS obtenida, fue tratada con RNasa A,
DNasa [ y Proteinasa K, a una concentracion final de cada una de las enzimas de 15 pg/ml
en buffer 10 mM MgSO4 y 50 mM Tris base, (pH 7) durante toda una noche a 37 °C. Una
vez finalizado este tratamiento se agregé buffer muestra (sample buffer) 2X y se procediod

al andlisis de los LPS mediante DOC-PAGE.
I-11.2. Electroforesis de LPS en geles de Poliacrilamida

Las diferentes muestras de LPS fueron analizadas mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida a una concentracion de 20 %, utilizando una cuba Mini- PROTEAN®
3, BIO-RAD.

La composicion de los geles fue la siguiente:

Gel de Apilamiento (Stacking):
Acril-Bis 30:08 (30 % T 2, 67 % C) 0,6 mi

Stacking Buffer* 0,625 ml
H>O 1,21 ml
TEMED [10 %] 0,125 ml
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APS [10 %] 0,05 ml

Gel de Resolucion:

Acril-Bis 30:08 (30% T 2, 67% C) 5,19 ml
4X Gel Buffer** 1,875 ml
H20 0,5 ml
TEMED [10 %] 0,125 ml
APS [10 %] 0,05 ml

*Stacking Buffer (pH 6,8):
Tris HCI 500 mM
SDS 0,4 %

**4X Gel Buffer (pH 8,8)
Tris HCI 1LSM
SDS 0.4 %

La composicion del buffer de corrida fue la siguiente: glicina 2,17 % (p/v), Tris
base 0,45 % (p/v), acido Deoxicoélico (DOC) 0,25 % (p/v). Antes de sembrar la muestra,
se realizd una pre-corrida de los geles durante 10 min a 15 mA. Luego se sembraron 10
pl de la muestra mezclada con buffer muestra 2X (sample buffer). La electroforesis se
llevé a cabo a 20 mA (amperaje constante) hasta que el frente de corrida alcanzo el borde

inferior del gel, aproximadamente durante 60-90 min.
I-11.3. Tincién con Azul Alcian-Plata (AAP)

Al finalizar la corrida electroforética, los geles fueron sumergidos en 100 ml de
solucion de Azul Alcian 0,005 % (p/v) en etanol:acido acético:agua bidestilada (relacion
de volimenes 40:5:55 respectivamente) durante toda la noche. Finalmente, los geles
fueron tefiidos con plata segun la metodologia descripta por Tsai & Frasch (1982): Los
geles fueron tratados con una solucion 0,7 % (p/v) de meta-peryodato de sodio en agua
bidestilada por 10 min. (etapa de oxidacion). Luego de dicho tratamiento estos geles

fueron lavados con agua bidestilada (cinco lavados de cinco min cada uno). La tincion
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fue realizada con una solucién de plata (dilucion al 10 % (v/v) en agua bidestilada del
concentrado de plata de BIO-RAD), por 10 min. Antes de proceder al revelado, los geles
fueron lavados con agua bidestilada (tres lavados de un min cada uno) y posteriormente
sumergidos en desarrollador BIO-RAD 1,5 % (p/v) en agua bidestilada hasta la aparicion
de las bandas correspondientes a los polisacaridos. La reaccion de tincion fue detenida
mediante el agregado de una solucion de acido acético al 0,5 % v/v.

Finalmente los geles fueron lavados con agua bidestilada (dos lavados de dos min
cada uno) y conservados en agua bidestilada.

La documentacion se llevé a cabo mediante el escaneado de los mismos.
I-12. Hidrofobicidad superficial (adaptado de Rosemberg et al., 1980)

Los cultivos bacterianos fueron crecidos hasta alcanzar una DOsoonm=0,7 y luego
centrifugados a 5.000 rpm durante 7 min. El pellet resultante fue lavado dos veces con
buffer fosfato pH 7. Luego de estos dos lavados el pellet fue resuspendido en el mismo
buffer hasta alcanzar una DOsoonm=1. Esta suspension bacteriana fue fraccionada en tubos
de hemolisis y mezclada con xileno. El volumen final de la mezcla fue 1,2 ml a una
concentracion de 15% de xileno.

La mezcla fue calentada durante 15 min a 30 °C y posteriormente sometida a
agitacion enérgica (vortex) durante 2 min. Luego, dicha mezcla fue incubada a
temperatura ambiente durante 15 min. Una vez transcurrido este tiempo en la mezcla se
observa una separacion en dos fases, una organica superior y una fase inferior acuosa.

Esta tltima fase fue colectada cuidadosamente y su DOsoonm fue determinada.

I-13. Formacion de biofilm (O’Toole & Koiter 1998)

La capacidad de las células para formar biofilm fue determinada
macroscopicamente sobre placas de poliestireno de 96 pocillos y la biomasa sésil fue
cuantificada indirectamente con la coloracion de cristal violeta.

Los cultivos bacterianos fueron crecidos hasta fase estacionaria suplementados
con sus correspondientes antibi6ticos. Una vez alcanzada dicha fase de crecimiento, una
fraccion de este cultivo fue diluida en el mismo medio hasta obtener una DOsoonm=0, 1.

La dilucion resultante fue sembrada en la placa, distribuyéndose 100 pl de la dilucién por
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cada pocillo e incubada durante 24 hs a 30 °C sin agitacion. En el caso de B. japonicum,
el tiempo incubacién fue de 7 dias. Posteriormente las bacterias en estado plancténico
fueron removidas suavemente y se agrego a cada pocillo 180 ul de una solucién acuosa
de cristal violeta [0,1% p/v], dejandose colorear durante 15 min. Pasado este tiempo, el
colorante fue descartado y cada pocillo fue enjuagado vigorosamente con agua, 5 veces.
Finalmente se adicionaron 150 ul de etanol 95 % v/v, y la densidad 6ptica de la solucién

coloreada fue determinada espectrofotométricamente en un lector de microELISA.
I-14. Ensayos de infeccion de Agrobacterium tumefaciens (Garcés & Neelima 2009)

Las cepas de A.tumefaciens fueron crecidas en medio TY con agitaciéon de 150
rpm hasta obtener una concentracion de 1x10® UFC/ml. Posteriormente los cultivos
fueron centrifugados durante 5 min a 4000 rpm, el sobrenadante descartado y el pellet
resuspendido en solucion fisiologica estéril.

Por otra parte hojas de plantas de Kalanchoé daigremontiana fueron esterilizadas
por inmersidn en etanol 70% durante 30 seg, luego enjuagadas con H,O destilada estéril
y posteriormente sumergidas en una solucion de NaClO 10% (v/v) durante 10 min y
vueltas a enjuagar con H2O destilada estéril.

De las plantas de K. daigremontiana se tomaron las hojas mas jovenes (superiores)
y se realizaron perforaciones con la punta de una micropipeta (¢ip) sin atravesar la lamina
foliar y se inocularon 10 pl de la suspension de 4. tumefaciens en solucién fisiologica.
Luego las plantas de K. daigremontiana fueron cultivadas en invernadero con fotoperiodo
de 16 hde luz y 8 h de oscuridad. Estas plantas fueron regadas una vez con agua destilada
y la siguiente con medio Hoagland estéril. Luego de 4 semanas las hojas fueron

examinadas para determinar la presencia de tumores (Whatley et al., 1976).
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RESULTADOS Y DISCUSION

I-15. Generacion de Mutantes en IpcC

Para disponer de mutantes afectados en IpcC en B. japonicum 'y A. tumefaciens,
se procedid a la generacion de estos mediante mutagénesis sitio-dirigida. Para ello, la
region de ADN correspondiente a dichos genes fue amplificada mediante PCR usando
cebadores especificos (véase Tabla 3) y el correspondiente ADN genémico como molde.
Para permitir ¢l clonado, se incluyeron en los cebadores sitios de reconocimiento para

enzimas de restriccion.
I-15.1. Generacion de mutantes IpcC de B. japonicum

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en geles de
agarosa, purificados y digeridos con las correspondientes enzimas de restriccion. El
producto de PCR generado de 1125 pb, correspondientes al gen IpcC de B. japonicum
incluyendo 15pb corriente arriba del ATG y 72 pb corriente abajo del codén de
terminacion, fue digerido con las enzimas de restriccion Hindlll y Kpnl y luego clonado
en el plasmido pK18mob2; el cual también fue digerido con las mismas restrictasas. El
plasmido resultante, pK18mob2-lpcC, fue introducido en E. coli DH50 mediante
transformacion. La seleccion se realiz6 en medio LB sélido en presencia de X-Gal y Km.
Se seleccionaron colonias blancas a partir de las cuales se procedi6 a la extraccion de
plasmidos, los cuales fueron digeridos con las enzimas de restricciéon HindlIll y Kpnl para
verificar la presencia del inserto correspondiente a IpcC. (Figura 12a).

Posteriormente el gen /pcC clonado en el plasmido pK18mob?2, fue interrumpido
por la insercion de un cassette lacZ-Gm, proveniente del plasmido pAB2001. Tanto el
vector pK18mob2-IpcC como el plasmido pAB2001 fueron digeridos con la enzima Sall,
(IpcC posee un sitio unico de reconocimiento para esta restrictasa) y los productos de
ambas digestiones fueron ligados. La mezcla de ligacion (conteniendo el vector pFJ210;
véase Tabla 3) fue utilizada para transformar nuevamente células competentes de E. coli
DH5a. Se seleccionaron aquellos clones resistentes a Km y Gm. De las colonias crecidas

en estas condiciones, se aislaron plasmidos y estos fueron digeridos con la enzima Sall,
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corroborando de esta manera la insercion del cassette lacZ-Gm en el gen IpcC (Figura
12b). Posteriormente con el pldsmido resultante (pK18mob2-IpcC::lacZ-Gm, llamado
pFJ210, véase Tabla 2) se transformaron células competentes de E. coli S17-1 y por
medio de conjugacion biparental fueron movilizados a B. japonicum. Se seleccionaron
aquellos clones en los que ocurrieron eventos de doble recombinacion homéloga. Las
células en las cuales ocurri6 este fendmeno se seleccionaron por la resistencia a Gm y la

sensibilidad a Nm.

3036 pb «—pki8mob2

lacZ-Gm — 4500pb
«—pK18mob2-lpcC 4161 pb

1M25pb lpcC—

Figura 12. Anélisis de los productﬁs de digestién de pK18mob2-lpcC con Hindlll y Kpnl y pFJ210
con Sal/l mediante electroforesis en geles de agarosa. a- Digestién del pldsmido pK18mob2-ipcC. 1:
IpcC (producto de PCR); 2: pK18mob2 linealizado con Hindlll/Kpnl; 3: pK18mob2-IpcC digerido con
Hindlll/Kpnl. b- Digestién del plasmido pFJ210 (pK18mob2-lpcC::lacZ-Gm). 1: pFJ210 digerido con
Sall; 2: cassette lacZ-Gm; 3: pK18mob2-ipcC linealizado con Sall.

I-15.2. Generacion de mutantes IpcC de A. tumefaciens

El gen IpcC de A. tumefaciens fue amplificado por PCR. El producto de la PCR,
incluyendo 15 pb corriente arriba del ATG y 5 pb corriente abajo del codén de
terminacion, dando un producto de 1076 pb, fue clonado en el plasmido pK18mob2 en
los sitios HindIll y EcoR1. El plasmido recombinante pK18mob2-IpcC fue introducido
en células de E. coli DH5a. Dichas células fueron crecidas en medio LB sdlido, en
presencia de X-Gal y Km; y se seleccionaron las colonias blancas. Se aislaron plasmidos
de dichas colonias y éstos fueron digeridos con las enzimas de restriccion Hindlll y EcoRI
(Figura 13a). El plasmido pK18mob2-IpcC fue interrumpido por la insercion de un
cassette Gm, proveniente del plasmido pMS255. Este plasmido posee el cassette Gm
flanqueado por sitios de reconocimiento de la enzima de restricciéon Kpnl. La secuencia
que codifica para el gen IpcC de A. tumefaciens posee dentro de su secuencia, en la

posiciéon 751 pb, un sitio unico de reconocimiento para la misma enzima. Ambos

Resultados y Discusion

Capitulo 1.

(23]
~




Tesis Doctoral Walter Ferrari

plasmidos fueron tratados con dicha restrictasa y los productos de ambas digestiones
fueron ligados obteniéndose el vector pFJ220 (pK18mob2-/pcC::Gm, véase Tabla 2). Con
el plasmido resultante se transformaron células competentes de E. coli S17-1 y se
seleccionaron aquellos clones resistentes a Km y Gm. A partir de dichos clones se
extrajeron plasmidos y estos fueron digeridos con la enzima Kpnl (Figura 13b).
Posteriormente el vector pFJ220 fue movilizado por conjugacién biparental a
células A. tumefaciens salvajes. Se seleccionan los clones en donde ocurrieron eventos de
doble recombinaciéon homéloga, por la resistencia a Gm y la sensibilidad a Nm (propia

del vector).

«—pK18mob2-lpcC 4112 pb

994 pb

3036 pb [ ™) «— pK18mob2

1076 pb  lpcC—>

Figura 13. Analisis de los productos de digestién de los plasmidos pK18mob2-lpcC (Hindlll y EcoRI)
y pFJ220 (Kpnl). a- Digestién del plasmido pK18mob2-lpcC. 1: IpcC; 2: pK18mob2-/pcC digerido con
Hindl1l/EcoRI; 3: pK18mob2 linealizado con Hindlll. b- Digestion del plasmido pFJ220 (pK18mob2-
IpcC::Gm). 1: pMS255 digerido con Kpnl; 2: pFJ220 digeridos con Kpnl; 3: pK18mob2-/pcC linealizado
con Kpnl.

I-15.3. Generacion de mutantes rfaC de M. loti

En esta ocasion se describe la obtencidon de mutantes para el gen rfaC de M. loti,
los mutantes para rfaF de la misma especie bacteriana se obtuvieron de manera similar.

Por reaccion de PCR se amplificé un fragmento interno de 314 pb del gen rfaC,
utilizando los cebadores descriptos en la Tabla 3. Dicho fragmento fue digerido con las
enzimas de restriccion BamHI y Hindlll; a su vez el plasmido pK18mob2 fue digerido
con las mismas enzimas. Los productos de estas digestiones fueron ligados empleando la
ligasa del fago T4 (Promega) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La mezcla
de ligacion conteniendo el vector pK18mob2-rfaC fue utilizada para transformar células
competentes de E. coli DH5a. La seleccion se llevé a cabo en medio LB suplementado
con Km y X-Gal. A partir de los clones transformantes (colonias blancas) se purificaron

plasmidos y se digirieron con las enzimas BamHI y Hindlll (Figura 14). Luego de

Resultados y Discusion

Capitulo 1.

(o))
co




Tesis Doctoral Walter Ferrari

corroborar la insercién del fragmento interno del gen #faC en el plasmido pK18mob2,
este vector recombinante (pK18mob2-rfaC) fue introducido mediante transformacion en
células competentes de E. coli S17-1.

Posteriormente dicho plasmido fue movilizado mediante conjugacion a M. loti.
Debido a que el pldsmido pk18mob2 no es replicativo en rizobios, se seleccionaron
aquellos transconjugantes en los que ocurrié un evento de recombinacién (integracion

del vector) mediante crecimiento en medio RDM suplementado con Nm.

pK18mob2 — 3036 pb

+Ipcc 314pb

Figura 14. Anilisis de los productos de digestién del plasmido pK18mob2-rfaC. 1: pk18mob2-rfaC
digerido con BamHl y Hindlll; 2: pk18mob2 digerido con BamHI y HindlIl. 3: fragmento interno de rfaC

de 314pb.

I-16. Generacion de Plismidos conteniendo diferentes ortélogos a /psB para estudios
de complementacion heteréloga

*En este apartado se describira solamente la obtencion del vector pJF150 (pFAJ1708-
rfaC).

Como se describe en la Tabla 2, el gen rfaC de M. loti (incluyendo 7 pb corriente
arriba y 25 pb corriente abajo) fue clonado en el vector de expresién constitutiva
pFAJ1708, el cual posee el promotor nptll (Dombrecht el al., 2000). El pldsmido
resultante pJF150 (pFAJ1708-rfaC), fue utilizado para transformar células competentes
de E. coli S17.1. Dichas células fueron crecidas en medio LB sélido, en presencia de Tc.
En este caso no se utilizé el método de seleccion de colonias blancas y azules, debido a
que el sitio de clonado miltiple del plasmido pFAJ1708 no contiene el gen lacZ. Por este
motivo, en una primera instancia, la verificacién de los pldsmidos se realizé mediante

electroforesis en geles de agarosa. De este modo se seleccionaron aquellos pldsmidos que
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presentaron una menor movilidad electroforética en comparacion al vector vacio

pFAJ1708 (Figura 15a).

a 1 23456 7 891011121314151617 b 1234

S — PFAJI708 10869 pb
11974 pb

+—rfaC 1105 pb

Figura 15. Electroforesis en geles de agarosa donde se muestra la movilidad de los posibles plasmidos
recombinantes. a- Movilidad de plasmidos recombinantes. 1: pFAJ1708 (vacio); 2-17: plasmidos
pFAJ1708 que posiblemente han incorporado el gen rfaC. b- Anélisis de restriccion (HindI11/Kpnl) de
los Plasmidos recombinantes 1: gen rfaC, 2-4: Plasmidos pertenecientes a las calles 8, 16 y 17 de la

Figura 15a, respectivamente.

La confirmacion se llevo a cabo mediante digestion con Hindlll y Kpnl (Figura
15b). Los plasmidos recombinantes, conteniendo rfaC, fueron utilizados para transformar
células competentes de E. coli S17-1 y posteriormente movilizados mediante conjugacion
biparental a las cepas de rizobios mutantes a complementar.

Utilizando la misma estrategia se generaron los plasmidos: pJF110, pJF120,
pJF130, pJF160, pJF180 y pJF170 conteniendo IpcC de B. japonicum, A. tumefaciens,
B. henselae, R. leguminosarum y IpsB de S. meliloti. (Véase Tabla 2).

Dichos plasmidos fueron utilizados para los estudios de complementacion en

mutantes IpsB de S. meliloti y IpcC de B. japonicum, A. tumefaciens y R. leguminosarum.

I-17. Evaluacion de la sensibilidad a detergentes en Mutantes IpsB, lpcC'y rfaC

Una vez obtenidos los mutantes IpsB de S. meliloti, IpcC de B. japonicum, A.
tumefaciens y R. leguminosarum como se describi6 anteriormente; se procedio a evaluar
su capacidad de crecimiento en medio s6lido suplementado con distintas concentraciones
del detergente anionico SDS. Usualmente cambios en la porcion sacarida de los LPS
incrementan la sensibilidad de la bacteria a agentes tensioactivos. La finalidad de este
ensayo fue determinar si la complementacion con genes ortologos a los mutados puede
restituir el fenotipo salvaje, es decir, la capacidad de crecer en medios suplementados con

el detergente.
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I-17.1. Evaluacién de la capacidad de S. meliloti para crecer en medios con SDS

Como puede observarse en la Figura 16, la cepa salvaje de S. meliloti fue capaz
de crecer en el medio suplementado con 0,1% (p/v) de SDS, mientras que el mutante /psB
no lo hizo. De este modo, la concentracién 0,1% de SDS resulta apropiada para

diferenciar el fenotipo salvaje del mutante.

Figura 16. Crecimiento de S. meliloti en medios suplementados con SDS 0,1% (p/v). 1: S. meliloti IpsB
= 2: S. meliloti salvaje; 3: S. meliloti [psB~+ IpcC de R. leguminosarum; 4: S. meliloti IpsB ~ + rfaC de M.
loti; 5: S. meliloti IpsB ~ + IpsB de S. meliloti; 6: S. meliloti IpsB =+ IpcC de B. japonicum; 7: S. meliloti
IpsB =~ + IpcC de A. tumefaciens; 8: S. meliloti ipsB ~ + IpcC de B. melitensis; 9: S. meliloti IpsB ~ + IpcC de
B. henselae; 10: S. meliloti IpsB ~ + rfaC de B. bronchiseptica.

Una vez establecida la concentracion de SDS que permite diferenciar el fenotipo
salvaje del mutante, se procedi6 a evaluar si la complementaciéon con IpcC de R.
leguminosarum, B. japonicum, A. tumefaciens, B. melitensis, B. henselae y rfaC de M.
loti 'y B. bronchiseptica son capaces de restituir la capacidad de crecer en medio de cultivo
suplementado con el detergente.

Como puede observarse en la Figura 16 ninguno de los genes utilizados para
complementar al mutante IpsB de S. meliloti fue capaz de restituir la capacidad de crecer
en medio suplementado con SDS. Solamente se observé crecimiento en la cepa salvaje y
la mutante complementada con su alelo salvaje. Estos resultados sugieren que ninguno de
estos genes es capaz de restituir el fenotipo salvaje, para corroborar estos resultados se

determino el perfil electroforético del LPS de las distintas cepas (véase apartado [-18.1.).
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1-17.2. Evaluacién de la capacidad de A. tumefaciens para crecer en medios con SDS

En primera instancia fue necesario determinar la concentracion de SDS apropiada
para poder diferenciar el fenotipo del LPS salvaje del mutante. Dicha concentracién de
detergente fue 0,75% (p/v). A concentraciones mayores de SDS no se observod

crecimiento del mutante ni de la cepa salvaje.

Figura 17. Crecimiento de 4. mumefaciens en medios suplementados con SDS 0,075% (p/v). 1: A.
tumefaciens salvaje, 2: A. tumefaciens IpcC ~ + IpcC de A. tumefaciens; 3: A. tumefaciens IpcC ~; 4: A.
tumefaciens IpcC =~ + IpcC de R leguminosarum. 5: A. tumefaciens lpcC ~ + rfaC de M. loti. 6: A.
tumefaciens IpcC ~ + IpcC de B. japonicum; 7: A. tumefaciens IpcC ~+ IpcC de B. henselae; 8: A.
tumefaciens IpcC ~ + IpcC de B. melitensis; 9: A. tumefaciens IpcC ~ + rfaC de B. bronchiseptica; 10: A.
tumefaciens IpcC ~ + IpsB de S. meliloti.

En la Figura 17 puede observarse que las complementaciones del mutante IpcC de
A. tumefaciens con IpcC de R. leguminosarum, B. japonicum, B. melitensis y IpsB de S.
meliloti fueron capaces de restituir la capacidad del mutante IpcC de A. tumefaciens de
crecer en medio suplementado SDS. En contraste, [pcC de B. henselae, rfaC de M. loti 'y
B. bronchiseptica no restauraron el fenotipo salvaje. Estos resultados sugieren que la
complementaciones con los genes que restituyen el crecimiento en medio suplementado
con el detergente, pueden restituir el fenotipo salvaje del LPS. Para corroborar esta
hipétesis se analizé el perfil electroforético del LPS de las distintas cepas de A.

tumefaciens (véase apartado 1-18.2).
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1-17.3. Evaluacion de la capacidad de B. japonicum para crecer en medios con SDS

Como puede observarse en la Figura 18, la cepa salvaje de B. japonicum fue capaz
de crecer en el medio suplementado con 0,05% (p/v) de SDS, mientras que el mutante
IpcC no lo hizo. De este modo, la concentracion 0,05% (p/v) de SDS resulta apropiada
para diferenciar el fenotipo salvaje del mutante. De las 5 especies de rizobios que se

evaluaron, B. japonicum presenta la menor tolerancia al detergente SDS.

Figura 18. Crecimiento de B. japonicum en medios suplementados con SDS 0,05% (p/v). 1: B.
Jjaponicum salvaje; 2: B. japonicum lpcC ~; 3: B. japonicum IpcC ~ + lpcC de B. japonicum; 4: B. japonicum
IpcC~+ IpsB de S. meliloti; S: B. japonicum IpcC =+ IpcC de R. leguminosarum; 6: B. japonicum IpcC ~ +
IpcC de B. henselae; 7: B. japonicum IpcC ~ + IpcC de B. melitensis; 8: B. japonicum IpcC ~ + IpcC de A.
tumefaciens; 9: B. japonicum lpcC ~ + rfaC de M. loti; 10: B. japonicum IpcC ~ + rfaC de B. bronchiseptica.

Luego de establecer la concentracién optima del detergente que permite
diferenciar los fenotipos de la cepa /pcC mutante del de la cepa salvaje, se evalué si la
complementacion con lpsB de S. meliloti, IpcC de R. leguminosarum, A. tumefaciens, B.
melitensis, B. henselae y rfaC de M. loti y B. bronchiseptica son capaces de restituir la
capacidad de crecer en medio de cultivo suplementado con el detergente.

En la Figura 18 se observa que al complementar al mutante /pcC de B. japonicum
con IpcC de R. leguminosarum, B. melitensis, A. tumefaciens, y rfaC de M. loti se restituye
la capcidad de crecimiento en medios suplementado con SDS 0,05% (p/v). Estos
resultados sugieren que en los casos donde se restituyo la capacidad del mutante /pcC de
crecer en medios con SDS, tambien se restablecio la estructura del LPS, para corroborar
estos resultados se analiz6 el perfil electroforético del LPS de las distintas cepas (véase

apartado I-18.3).
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I-17.4. Evaluacién de la capacidad de R. leguminosarum para crecer en medios con
SDS

Al igual que en los casos anteriores, primeramente se determiné la concentracién
del detergente en la cual la cepa salvaje de R. leguminosarum fuera capaz de crecer,

mientras que su mutante /pcC no. Dicha concentracion de SDS fue 0,075% (p/v).

Figura 19. Crecimiento de R. leguminosarum en medios suplementados con SDS 0,075% (p/v). 1: R.
leguminosarum IpcC ~; 2: R. leguminosarum salvaje; 3: R. leguminosarum lpcC ~ + IpcC de R
leguminosarum; 4: R. leguminosarum IpcC ~+ IpsB de S. meliloti; §: R. leguminosarum IpcC ~+ IpcC de
B. japonicum; 6: R. leguminosarum IpcC ~+ lpcC de A. tumefaciens; 7: R. leguminosarum IpcC ~+ IpcC
de B. melitensis.

En la Figura 19 puede observarse que IpsB de S. meliloti, IpcC de B. japonicum,
A. tumefaciens y B. melitensis restablecieron la capacidad del mutante /pcC R.
leguminosarum de crecer en medios suplementados con SDS. Este resultado permite
suponer que los mencionados genes ortologos también restituyen el fenotipo salvaje del

LPS. Para determinar si este supuesto es correcto se analiz6 el perfil electroforéticos del

LPS de las distintas cepas de R. leguminosarum.
I-17.5. Evaluacién de la capacidad de M. loti para crecer en medios con SDS

En el momento de determinar la concentracion de SDS que permita diferenciar
los fenotipos salvaje y mutante se observo que las tres cepas mostraban un crecimiento
semejante en las distintas concentraciones de detergente ensayadas. La méxima

concentracion de SDS en la cual se observo crecimiento en las tres cepas fue 0,15 % (p/v).
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Figura 20. Crecimiento de M. loti en medios suplementados con SDS 0,15 % (p/v). 1: M. loti salvaje;
2: M. loti rfaC —; 3: M. loti rfaF ~.

En el caso de los mutantes rfaC y rfaF de M. loti, no se observaron diferencias en
cuanto a la capacidad de crecer en medio suplementado con SDS, comparados con la cepa
salvaje (Figura 20).

En primera instancia se interrumpio la secuencia de ADN que codifica para el gen
rfaC mediante integracion de plasmido. Luego de corroborar la correcta insercién del
plasmido por PCR (imagen no mostrada), y al no observar diferencias en crecimiento
entre la cepa mutante y la salvaje, en medios suplementados con SDS. Por andlisis
bioinformaticos en el genoma de M. loti se encontrd la existencia de un gen que codifica
para una segunda heptosiltransferasa, denominada rfaF. De igual manera que para rfaC,
se realizo la interrupcion de la secuencia que codifica para rfaF en el genoma de M. loti.
En el caso del mutante rfaF, tampoco se observo diferencias de crecimiento en medios
suplementados con detergente, con respecto a la cepa salvaje.

Cuando se comparé el perfil electroforético de ambos mutantes con respecto al de
la cepa salvaje, no se encontraron diferencias (véase apartado I-18.5).

Posiblemente ambos genes se complementen entre si, para confirmar este
supuesto, deberia obtenerse una cepa doble mutante en las secuencias que codifican para
los genes rfaC y rfaF.

En cuanto a lo observado sobre la capacidad de crecimiento en medios
suplementados con SDS de las diferentes cepas mutantes y sus respectivas
complementaciones, se puede asumir que las mutaciones en los genes IpsB, IpcC y rfaC

afectan considerablemente la integridad y estabilidad de la membrana externa.
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Existen evidencias de cepas cuyas membranas externas poseen alteraciones y
como consecuencia presentan un aumento en la sensibilidad a detergentes como SDS,
DOC como asi también a otros compuestos y condiciones como etanol o pH 4cido,
respectivamente (Genevaux ef al., 1999; Ferguson et al., 2002, Cambell et al., 2003).
Estos resultados seran corroborados al analizar el perfil electroforético de los LPS de las

distintas cepas.
1-18. Efecto de mutaciones en /psB o IpcC sobre la estructura del LPS en rizobios

Conjuntamente a la evaluacion realizada en medio de cultivo suplementado con
SDS, se analizé el perfil electroforético de los LPS mediante electroforesis en geles de
Poliacrilamida-Acido Deoxicélico (DOC-PAGE). De esta manera se evidencié que las
mutaciones en los genes que codifican para las glicosiltransferasas en estudio, afectan el
perfil electroforético del LPS. Asimismo, se llevaron a cabo estudios de complementacion
cruzada con genes ortélogos con el objeto de determinar si los mismos son capaces de
restituir el fenotipo del LPS de la cepa salvaje. Ademas de esta manera se corroboraron
los resultados preliminares de las complementaciones cruzadas obtenidas mediante los
ensayos en medios con SDS. Los métodos de aislamiento de LPS, como asi las

condiciones de separacion de LPS por electroforesis se describen en el apartado I-11.

1-18.1. Complementacion heteréloga del mutante IpsB de Sinorhizobium meliloti con
ortologos de R. leguminosarum, B. japonicum, A. tumefaciens, B. melitensis, B.
henselae y rfaC de M. loti y B. bronchiseptica: Analisis del perfil electroforético de
los LPS mediante DOC-PAGE

En esta ocasién puede visualizarse solamente la forma correspondiente al LPS II
(Rugoso), lo cual puede deberse a que S. meliloti produce mayoritariamente LPS II
(Cambell et al., 2003), o posiblemente el método de extraccion de LPS con Polimixina
no resulte eficiente para la purificacién de LPS 1. En la Figura 21 se observa que el LPS
de la cepa salvaje, S. meliloti, como también el correspondiente al mutante [psB
complementado con su alelo salvaje, presenta menor movilidad electroforética que el LPS
del mutante /psB. Teniendo en cuenta que la mutacion en el gen IpsB resulta en LPS con
un core incompleto, es esperable que el LPS de dicho mutante posea una mayor movilidad

en comparacion al LPS con core completo de la cepa salvaje.
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En los ensayos de complementacion del mutante [psB de S. meliloti con IpcC de
R. leguminosarum, B. japonicum, A. tumefaciens, B. melitensis, B. henselae (distintos
ortdlogos de IpsB), y rfaC de M. loti y B. bronchiseptica; no se observé en ninguno de

los casos restauracion del fenotipo salvaje en la estructura del LPS.

12 3 45 67 8 9 10

Core completo —

Core incompleto —

Figura 21. Andlisis del LPS de S. meliloti mediante DOC-PAGE. 1: S. meliloti salvaje; 2: S. meliloti
IpsB~; 3: S. meliloti IpsB~ + IpsB de S. meliloti; 4: S. meliloti IpsB~ + IpcC de R. leguminosarum; §: S.
meliloti IpsB~ + rfaC de M. loti; 6: S. meliloti IpsB~ + IpcC de B. japonicum; 7: S. meliloti lpsB~ + IpcC de
A. tumefaciens; 8: S. meliloti IpsB~ + IpcC de B. melitensis; 9: S. meliloti IpsB~ + IpcC de B. henselae; 10:
S. meliloti IpsB~ + rfaC de B. bronchiseptica.

El hecho de que IpcC de R. leguminosarum no restituya el fenotipo salvaje,
coincide con los resultados obtenidos por Kanipes et al. (2003b). Dichos autores han
sugerido que en S. meliloti, el primer residuo de azicar unido al precursor Kdo-lipido
IVa corresponde a una molécula de Glc (Russa et al., 1996). Por su parte, LpcC de R.
leguminosarum posee unicamente capacidad de depositar residuos de manosa sobre dicho
precursor.

Una de las posibles razones por la que ninguno de los distintos ortélogos de lpsB
no complementen funcionalmente al mutante /psB de S. meliloti puede deberse a que
poseen una actividad glicosiltransferasa diferente, o bien no reconozcan el precursor
Kdoz-lipido IV del LPS de S. meliloti, no pudiendo asi continuar con dicha biosintesis y

dando como resultado un LPS truncado o incompleto.

I-18.2. Complementaciéon heteréloga del mutante IpcC de Agrobacterium
tumefaciens con ortélogos de R. leguminosarum, B. japonicum, S. meliloti, B.
melitensis, B. henselae y rfaC de M. loti y B. bronchiseptica: Anilisis del perfil
electroforético de los LPS mediante DOC-PAGE
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A diferencia de los observado en S. meliloti, varios ortélogos de IpcC fueron
capaces de complementar la mutacion en el gen IpcC de A. tumefaciens restituyendo el
fenotipo salvaje del LPS. Dichos resultados se observan en las calles: 4, 5, 7y 8 de la
Figura 22 que corresponden al perfil electroforético del LPS del mutante IpcC de A.
tumefaciens complementado con IpsB de S. meliloti, IpcC de R. leguminosarum, rfaC de

M loti y IpcC de B. melitensis, respectivamente.

Wvv wy

Core completo — . . . . n
Core incompleto —» " as ' . '

Figura 22. Andlisis del LPS de A. tumefaciens mediante DOC-PAGE. 1: 4. tumefaciens salvaje; 2: A.
tumefaciens IpcC ~; 3: A. tumefaciens IpcC ™ + IpcC de A. tumefaciens; 4: A. tumefaciens IpcC - + IpsB de
S. meliloti; 8: A. tumefaciens IpcC ~ + IpcC de R. leguminosarum; 6: A. tumefaciens IpcC + rfaC de M. loti;
7: A. tumefaciens IpcC =~ + IpcC de B. japonicum; 8: A. tumefaciens IpcC -~ + IpcC de B. melitensis; 9: A.
tumefaciens IpcC - + IpcC de B. henselae; 10: A. tumefaciens [pcC =+ IpcC de B. bronchiseptica.

Si bien en S. meliloti solamente pudo observarse el LPS II o LPS rugoso (véase
Figura 21.), en la cepa salvaje de A. tumefaciens se visualiza tanto la forma
correspondiente al LPS I como al LPS II. Ambas estructuras del LPS también se
visualizan en el perfil del LPS del mutante /pcC complementado con los ortélogos de S.
meliloti, R. leguminosarum, B. melitensis y rfaC de M. loti. Asimismo como era de
esperarse, se observa un LPS con fenotipo salvaje en el mutante IpcC de 4. tumefaciens
complementado con su correspondiente alelo salvaje (Figura 22, calle 3). En el mutante
IpcC de A. tumefaciens no se visualiza la forma correspondiente al LPS I (liso), como
tampoco en los casos donde no ocurre complementacion (Figura 22 calles 6, 9 y 10).
Posiblemente una de las causas por la que algunos de los ortélogos de IpcC no
complementen al mutante de 4. tumefaciens puede deberse a que las enzimas ortélogas
no reconozcan el precursor Kdox-lipido IV donde depositar el azucar para el cual tienen
especificidad, por lo tanto la biosintesis del LPS se detendria en este punto, dando como
resultado un LPS truncado de menor movilidad electroforética. Otra posibilidad puede

ser que las enzimas ortdlogas tengan actividades glicosiltransferasas diferentes y
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posiblemente depositen en el precursor del LPS de A. tumefaciens el residuo de azicar
para el cual tienen especificidad, pero al ser un azucar distinto al de la estructura normal
del LPS, la enzima que agrega el siguiente hidrato de carbono en la biosintesis, podria no
reconocer este azticar como aceptor con lo cual la biosintesis se detendria, también dando
como resultado un LPS truncado.

Teniendo en cuenta que el mutante IpcC de 4. tumefaciens es complementado por
IpcC de R. leguminosarum y ademas se ha demostrado que esta enzima posee
especificamente actividad manosiltransferasa (Kanipes, et al., 2003b), se podria inferir
que el hidrato de carbono que ocupa esa posicion en el LPS de 4. tumefaciens es un
residuo de manosa. En base a esta observacion se puede sugerir que la actividad de LpcC
de A. tumefaciens es manosiltransferasa. Avalando esta inferencia, De Castro et al. (2006)
al caracterizar la estructura del core de A. fumefaciens TT111, describen que el primer
azucar del core se encuentra ocupado por un residuo de manosa.

No es extrafio que IpsB de S. meliloti complemente al mutante IpcC de A.
tumefaciens, ya que como se ha descripto anteriormente LpsB no solo posee actividad
glucosiltransferasa sino también manosiltransferasa (Kanipes, et al., 2003b). El mutante
IpcC de A. tumefaciens también es complementado por IpcC de B. japonicum. Estas dos
especies mostraron complementaciones reciprocas. Carlson & Krishnaiah (1992) han
descripto una pequefia porcion del core de la cepa B. japonicum 61A101C, en donde se
observd que unido al precursor Kdoz-lipido IV se encontraba un residuo de Man o Gle,
por lo tanto sugerimos que LpcC de B. japonicum tendria actividad manosiltransferasa.
Esto también llevaria a suponer que el primer azicar del core de B. japonicum es un
residuo de Man. Ademas IpcC de B. melitensis es capaz de complementar al mutante [pcC
de A. tumefaciens, si bien no se conoce la estructura del core del LPS en B. melitensis; si
se conoce dicha estructura en Ochrobactrum anthropi. Estas dos especies bacterianas
pertenecen a la familia Brucellaceae y presentan un alto grado de similitud en sus
genomas (Foster et al., 2009). En O. anthropi, el primer residuo de azucar unido al
precursor Kdoa-lipido IV a, corresponde a una molécula de Man (Barquero-Calvo ef al.,
2009); asumiendo que ocurre lo mismo en Brucella melitensis, se podria suponer que
LpcC de B. melitensis tiene actividad manosiltransferasa. Por lo expuesto en este apartado
se infiere que el primer hidrato de carbono unido al precursor Kdoz-lipido IVa es un
residuo de Man, y por lo tanto que LpcC de A. tumefaciens posee actividad

manosiltransferasa.
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1-18.3. Complementacion heteréloga del mutante IpcC de Bradyrhizobium japonicum
con ortélogos de R. leguminosarum, A. tumefaciens, S. meliloti, B. melitensis, B.
henselae 'y rfaC de M. loti y B. bronchiseptica: Anilisis del perfil electroforético de
los LLPS mediante DOC-PAGE.

En contraste a lo observado en A. tumefaciens y S. meliloti, 1a cepa salvaje de B.
Jjaponicum presenta un perfil de LPS en forma de escalera, no diferenciandose las formas
correspondientes al LPS 1 y LPS II. Este perfil se asemeja al patron del LPS de
enterobacterias como E. coli y Salmonella spp. (Raetz &Whitfield, 2002), en las cuales
el primer residuo de azicar sobre el Kdoz-lipido [Va corresponde a una molécula de

heptosa.

2 34 5678 910

Figura 23. Andlisis del LPS de B. japonicum mediante DOC-PAGE. 1: B. japonicum salvaje 2: B.
Japonicum IpcC-; 3: B. japonicum IpcC "~ + IpcC de B. japonicum; 4: B. japonicum IpcC ™+ IpcC de R.
leguminosarum; 5: B. japonicum IpcC "+ IpsB de S. meliloti; 6: B, japonicum IpcC~ + rfaC de M. loti; 7: B.
Jjaponicum IpcC -+ lpcC de A. tumefaciens; 8: B. japonicum IpcC -+ rfaC de B. bronchiseptica; 9: B.
Jjaponicum IpcC - + IpcC de B. henselae 9: B. japonicum IpcC~ + IpcC de B. melitensis.

En la Figura 23 (calle 2) se observa que una mutacion en IpcC de B. japonicum
elimina el fenotipo en escalera del LPS. Esta mutacion puede ser complementada por los
ortdlogos IpcC de R. leguminosarum, A. tumefaciens y B. melitensis (calles 5, 6 y 8
respectivamente). A su vez dicha mutacioén también fue complementada por rfaC de M.
loti (Figura 23, calle 6). Es llamativo que RfaC de M. loti complemente la mutacién lpcC
de B. japonicum, ya que la primera enzima posee actividad heptosiltransferasa. No
obstante, se ha descripto que WaaC de E. coli, en ausencia de heptosa, puede utilizar
manosa para glicosilar el precursor Kdoz-lipido IVa (Kadrmas & Raetz 1998). Es posible

que RfaC de M. loti deposite un residuo de manosa sobre el precursor Kdo»-lipido IVa de
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B. japonicum, o bien uno de heptosa; y este dltimo no sea diferenciado por la
glicosiltransferasa que continte con la adicion del azucar siguiente, con lo cual no se
interrumpa la sintesis del LPS. Teniendo en cuenta que la mutacién en IpcC de B.
Japonicum puede ser complementada por lpcC de R. leguminosarum, cuya actividad es
estrictamente manosiltransferasa, es posible inferir que el primer hidrato de carbono
unido al precursor Kdoz-lipido IV sea un residuo de Man y por lo tanto que la actividad
de LpcC de B. japonicum sea manosiltransferasa. También el mutante lpcC de B.
Jjaponicum, es complementado por lpcC de 4 tumefaciens. Por lo discutido en el apartado
anterior, se infiere que esta enzima, tiene capacidad manosiltransferasa; por lo tanto
estaria depositando un residuo de Man en el precursor Kdo»-lipido IV, y de esta manera
la sintesis del LPS seguiria en curso.

Por otra parte, el mutante IpcC de B. japonicum es complementado por /pcC de
Brucella melitensis. Esta ultima, (como se comenté anteriormente) al poseer un genoma
con alto grado de similitud con O. anthropi, se asume que posee un residuo de manosa
unido al precursor Kdoz-lipido IV a, asumiendo que ocurre 1o mismo en B. melitensis, se
podria inferir que LpcC de B. melitensis también tendria actividad manosiltransferasa.

Por lo expuesto en este apartado, y junto a los reportes de Carlson & Krishnaiah
(1992) donde han descripto que en B. japonicum 61A101C, el primer residuo unido al
precursor Kdoz-lipido IV puede ser un residuo de Man o Glc; se infiere que LpcC de B.

Jjaponicum tendria actividad manosiltransferasa.

1-18.4. Complementacion heteréloga del mutante lpcC de Rhizobium leguminosarum
con ortoélogos de B. japonicum, S. meliloti, B. melitensis, A. tumefaciens: Analisis del
perfil electroforético de los LPS mediante DOC-PAGE

La cepa mutante IpcC de R. leguminosarum fue obtenida por cortesia del Dr. C.
Ronson (Kadrmas et al., 1998).

Al igual que con las anteriores cepas, el mutante /pcC de R. leguminosarum
también se complement6 con sus ortdlogos /psB de S. meliloti, IpcC de A. tumefaciens,
B. japonicum, B. melitensis, B. henselae y rfaC de M. loti y B. Bronchiseptica. Los
plasmidos que contienen los distintos ortélogos antes citados fueron movilizados a la cepa
mutante por medio de conjugacion biparental (véase apartado I-7.3). Durante este proceso
de conjugacién, mas precisamente en el momento de la seleccion de las cepas
transconjugantes en placas suplementadas con el antibiético Tc; Gnicamente se obtuvo

crecimiento en las cepas de R. leguminosarum IpcC mutante complementadas en trans
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con su propio alelo salvaje, como también con los ortdlogos IpsB de S. meliloti y IpcC de
B. japonicum, A. tumefaciens y B. melitensis. De estas cepas nuevas cepas obtenidas, se

analizaron los perfiles electroforéticos de sus LPS mediante DOC-PAGE (Figura 24).

Core incompleto —p

Core completo —y. | S5 .I e i P s e

Figura 24. Anslisis del LPS de R. leguminosarum mediante DOC-PAGE. 1: R. leguminosarum salvaje;
2: R. leguminosarum lpcC~; 3: R. leguminosarum IpcC" + IpcC de R. leguminosarum; 4: R. leguminosarum
IpcC- + IpsB de S. meliloti; §: R. leguminosarum lpcC -+ ipcC de B. japonicum; 6: R. leguminosarum IpcC
“+IpcC de A. tumefaciens; 7: R. leguminosarum IpcC~ + IpcC de B. melitensis.

Al igual que con el perfil del LPS de A. tumefaciens, se visualizan tanto la forma
correspondiente al LPS I como al LPS II. Ambos fenotipos del LPS también se observan
en el perfil del LPS de la cepa I[pcC mutante complementada con su alelo salvaje como
asi también en las complementadas con los ortélogos IpsB de S. meliloti, B. japonicum,
A. tumefaciens y B. melitensis.

En el perfil electroforético del LPS de la cepa /pcC mutante de R. leguminosarum
no se observa LPS I, solamente la forma correspondiente al LPS 11, y esta dltima con
mayor movilidad que el LPSII de la cepa salvaje y mutante complementada con sus
respectivos ortdlogos (véase Figura 24). Este cambio en la movilidad, al igual que en las
cepas mutantes antes descriptas, es debido a que el core del LPS en la cepa mutante se
encuentra incompleto.

La restitucion del fenotipo salvaje del LPS en el mutante /pcC de R
leguminosarum por parte de LpsB de S. meliloti, fue previamente reportada por Lagares
et al. (2001).

En R. leguminosarum, se ha descripto que el primer hidrato de carbono unido al

precursor Kdoz-lipido IV es un residuo de manosa (Kadrmas et al., 1996). Asimismo, la
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enzima (LpcC) responsable de la adicion de dicho residido al mencionado precursor, ha
sido caracterizada por Kanipes et a/, (2003b) como una manosiltransferasa estricta.

En los apartados anteriores se ha discutido las posibles actividades
glicosiltransferasas de LpcC de B. japonicum, A. tumefaciens y B. melitensis, arribando a
la conclusion (por inferencia) que estas enzimas poseen actividad manosiltransferasa. El
hecho que el mutante IpcC de R. leguminosarum sea complementado por estas enzimas,
respalda dichas conclusiones.

Como se cit6 al inicio de este apartado, en el momento de llevar a cabo los estudios
de complementacién al mutante /pcC de R. leguminosarum, solo se observé crecimiento
cuando se complement6 con su propio alelo salvaje, IpsB de S. meliloti y IpcC de B.
Jjaponicum, A. tumefaciens y B. melitensis. Asimismo todos estos genes ortologos
restituyeron el fenotipo salvaje del perfil del LPS del mutante IpcC de R. leguminosarum.

Al intentar complementar al mencionado mutante con [pcC de B. henselae y rfaC
de M. loti y B. bronchiseptica. Luego de llevada a cabo la conjugacion (véase conjugacion
el apartado [-7.3), y en el paso de la seleccion de las cepas transconjugantes en presencia
del antibidtico Tc (resistencia del vector) no se observo crecimiento. Tampoco se observo
crecimiento al movilizar el plasmido pFAJ1708 (vacio) al mutante /pcC de R.
leguminosarum. Es decir donde no hubo restitucion del fenotipo salvaje por
complementacion heteréloga, no hubo crecimiento.

Para responder el interrogante de por qué no crecieron las cepas donde no se
restituyo el fenotipo salvaje del LPS de la cepa mutante hay que tener en cuenta la
estructura del lipido A de R. leguminosarum (véase Figura 3 en el apartado 2.4.1 de
Consideraciones Generales). Dicha subunidad del LPS en la mayoria de las bacterias
(excepto en R. leguminosarum) posee dos grupos fosfato unidas en las posiciones 1 y 4’
de las GlcN proximal y distal respectivamente. Estos grupos fosfato tienen la capacidad
de unir cationes divalentes y asi estabilizar la membrana externa (Raetz & Whitfield
2002). En cambio R. leguminosarum no posee estos grupos fosfatos en las posiciones 1 y
4’, sino que la posicion 4’ esta sustituida con un residuo de GalUA y la GlcN proximal
esta oxidada a aminogluconato. Se cree que estos azlcares de caracter 4cido cumplirian
la misma funcién que los grupos fosfato, uniendo iones divalentes y estabilizando la
membrana (Forsberg & Carlson 1998; Que-Gewirth ef al., 2003; Brown et al., 2012).

Por otra parte, como se describid en este apartado, el antibidtico utilizado para

seleccionar las colonias transconjugantes que portan el plasmido pFAJ1708 (y sus
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derivados, véase Tabla 2) es Tc; este antibidtico tiene la capacidad de quelar iones
divalentes (Yamaguchi et al., 1990).

Resumiendo, tanto la cepa IpcC mutante de R. leguminosarum y las mutantes
complementadas con IpcC de B. henselae y rfaC de M. loti y B. bronchiseptica presentan
un LPS alterado, y sumado a esto que los grupos fosfatos del lipido A son reemplazados
por azucares acidos de menor capacidad quelante de iones divalentes que los grupos
fosfatos. Estos cambios en su conjunto resultarian en una desestabilizacion de la
membrana externa. Debido a lo expuesto anteriormente y a la presencia de un antibiético
en el medio de cultivo que actuaria como quelante de estos iones divalentes, posiblemente
la membrana externa sea muy inestable, a tal punto que no permita el crecimiento de las

bacterias en donde no se restituyo la estructura del LPS.

I-18.5. Obtencién de los mutantes rfaC y rfaF de M. loti y analisis del perfil
electroforético de los LPS mediante DOC-PAGE

Al igual que con los rizobios descriptos anteriormente, se decidio mutar el gen
que codifica para RfaC de M Joti. Esta glicosiltransferasa tendria actividad
heptosiltransferasa, y no hexosiltransferasa como en el caso de los otros rizobios. La
posible actividad de esta enzima fue inferida mediante el alineamiento de su secuencia
aminoacidica, ya que presenta homologia con RfaC de E. coli, Shigella flexneri y
Salmonella typhimorium; y no con las hexosiltransferasas de los rizobios antes descriptos.
Para evidenciar de manera preliminar si una mutacion en rfaC altera el fenotipo del LPS
se generd un mutante en dicho gen por mutagénesis sitio-dirigida mediante integracion
de plasmido (véase apartado 1-8.1).

Al analizar el perfil electroforético del mutante rfaC de M. loti mediante DOC-
PAGE (Figura 25) se observa que ambas formas del LPS, LPS I y LPS 1II no presentan
cambios en su movilidad electroforética. Este resultado permite suponer que producto del
gen mutado no participa en la biosintesis del LPS o que el genoma de M. loti posee otra
copia funcional de rfaC. Para descartar posibles errores durante la generacion del mutante
se corroboré mediante PCR que el plasmido se integr6 correctamente en el gen rfaC de

M. loti.
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Figura 25, Andlisis del LPS de M. loti mediante DOC-PAGE. 1: M. oti salvaje; 2: M. loti rfaC ; 3: M.
loti salvaje; 4: M. loti rfaF .

Luego de corroborar que la secuencia del gen que codifica para rfaC se encuentra
correctamente interrumpida por la integracién del plasmido, mediante alineamientos de
secuencias se encontré que en el genoma de M. loti existe un segundo gen que codifica
para una segunda heptosiltransferasa (RfaF) con el cual comparten el 30% de identidad y
53% de similitud.

De igual manera que para rfaC, se gener6é un mutante en rfaF por integracion de
plasmido cuyo fenotipo del LPS no mostré alteraciones en comparacion a la cepa salvaje
(Figura 25).

Estos resultados permiten suponer que en M. loti existen dos heptosiltransferasas
que se complementan funcionalmente. Para confirmar este supuesto, deberia obtenerse

una cepa doble mutante en las secuencias que codifican para los genes rfaC y rfaF.

I-19. Alteraciones estructurales en el LPS resultan en cambios en la hidrofobicidad
superficial y capacidad de formacién de biofilm en rizobios

En E. coli se reportado que una mutacién en el gen waaghC resulta en la
produccion de un LPS carente de antigeno O y core externo en el LPS, es decir un
fenotipo similar a lo que se ha descripto en los apartados anteriores. Y como consecuencia
de estas alteraciones en el LPS, la cepa mutante presenta una mayor hidrofobicidad
superficial y un incremento en la capacidad de formar biofilm en placas de poliestireno;

con respecto a la cepa salvaje (Nakao et al., 2012).
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I-19.1. Determinacion de la hidrofobicidad superficial en rizobios

Como se citd en el apartado 2.4, en las bacterias Gram negativas el 75 % de la
membrana externa esta constituida por LPS, cuya porcién mas externa es el antigeno O.
Este glicano, junto a otros componentes sacaridos que rodean al microorganismo,
confiere a la bacteria la capacidad de ser “superficialmente hidrofilica”. Por lo tanto, si
un cultivo de estas bacterias se mezcla con un componente hidrofobico, como es el xileno,
las células se mantendran suspendidas en la fase acuosa. Al carecer de esta porcion
sacarida, como es el caso de los mutantes en estudio, se asume que las bacterias se vuelven
“menos hidrofilicas, o mas hidrofébicas” y por lo tanto mostraran alteraciones en la

distribucién entre la fases acuosa y organica.
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Figura 26. Efecto de la mutacién en IpcC de B. japonicum sobre la hidrofobicidad superficial. B.
Jjaponicum salvaje, B. japonicum IpcC", B. japonicum IpcC~ + IpcC de B. japonicum.
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Figura 27. Efecto de la mutacién en IpsB de S. meliloti sobre la hidrofobicidad superficial. S. meliloti
salvaje, S. meliloti IpsB-, S. meliloti IpsB~ + IpsB de S. meliloti.
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Figura 28. Efecto de la mutacién en lpcC de A. tumefaciens sobre la hidrofobicidad superficial. 4.
tumefaciens salvaje, A. tumefaciens IpcC-, A. tumefaciens IpcC" + IpcC de A. tumefaciens.
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Figura 29. Efecto de la mutacién en IpcC de R. leguminosarum sobre la hidrofobicidad superficial. R.
leguminosarum salvaje, R. leguminosarum IpcC-, R. leguminosarum IpcC- + IpcC de R. leguminosarum.

Al determinar la absorbancia de la fase acuosa en las cuatro especies bacterianas
analizadas (B. japonicum, S. meliloti, A. tumefaciens y R. leguminosarum), en las tres
primeras se observaron claras diferencias entre las cepas salvajes (y mutantes
complementadas con su correspondiente alelo salvaje), respecto a las cepas mutantes. En
cambio, en el caso de R. leguminosarum tanto la cepa salvaje como la mutante y esta
ultima complementada con su alelo salvaje, no presentaron diferencias en la
hidrofobicidad superficial relativa.

Las cepas mutantes en I[pcC/IpsB de B. japonicum, S. meliloti y A. tumefaciens
mostraron una marcada disminucion en la absorbancia de la fase acuosa; indicando un

aumento en la hidrofobicidad superficial de las bacterias. En estos tres mutantes se
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observa una restitucion del grado de hidrofobicidad, similar a las cepas salvajes, cuando
son complementadas en trans con los correspondientes alelos salvajes.

Park & So (2000) describieron un mutante rfaF (RfaF es una glicosiltransferasa
implicada en la sintesis del core del LPS) de B. japonicum carente de antigeno O, el cual,
al igual que el mutante /pcC, mostré un aumento en la hidrofobicidad superficial.

En E. coli se han descripto mutantes en el core del LPS y que carecen de antigeno
O y como consecuencia de ello mostraron un aumento en su hidrofobicidad superficial,
mayor autoagregacion y formacién de biofilm en comparacion a la cepa salvaje (Nakao
etal., 2012).

De igual manera, en los mutantes /psB de S. meliloti y IpcC de A. tumefaciens se
observa un aumento en la hidrofobicidad de la superficie bacteriana, respecto a la cepa
salvaje.

En el caso de R. leguminosarum, la mutacion en el gen IpcC no produce cambios
en la hidrofobicidad superficial. Esto puede deberse principalmente a que el core del LPS
de R. leguminosarum es relativamente mas hidrofilico (0 menos hidrofébico) que el
antigeno O; ya que este Ultimo se encuentra altamente metilado y acetilado (Forsberg &
Carlson 2008; Carlson et al., 2010). Esta disminucion de la hidrofobicidad en el core y,
comparado con el antigeno O esta dada por la presencia de cuatro residuos de GalUA, los
cuales a causa de disminuir la hidrofobicidad relativa del core, aumenta la capacidad del

mutante a particionarse en la fraccion acuosa y no en la organica.
1-19.2. Determinacion de la capacidad de formar biofilm en rizobios

En el apartado anterior se describi6 que la ausencia del antigeno O y la parte mas
externa del core del LPS, aumenta la hidrofobicidad superficial en B. japonicum, S.
meliloti y A. tumefaciens, pero no asi en R. leguminosarum. Dicho aumento en la
hidrofobicidad, resulta en un incremento de la autoagregacion de las bacterias en estado
plancténico en cepas de B. japonicum cuyo LPS no posee antigeno O, (Lee, et al., 2014).

Para determinar si el aumento de la hidrofobicidad observado en los mutantes
IpsB/lpcC de B. japonicum, S. meliloti y A. tumefaciens, afecta la capacidad para formar
biofilm, se cuantificé la capacidad de adhesion por parte de la células a placas de

poliestireno.
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Figura 30. Cuantificacion de la capacidad de formar biofilm en A. tumefaciens. A. tumefaciens salvaje,
A. tumefaciens IpcC-, A. tumefaciens IpcC~ + IpcC de A. tumefaciens.
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Figura 31. Cuantificacién de la capacidad de formar biofilm en B. japonicum. B. japonicum salvaje,
B. japonicum IpcC -, B. japonicum IpcC~ + IpcC de B. japonicum.
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Figura 32. Cuantificacién de la capacidad de formar biofilm en S. meliloti. S. meliloti salvaje, S. meliloti
IpsB-, S. meliloti IpsB~ + IpsB de S. meliloti.
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Figura 33. Cuantificacién de la capacidad de formar biofilm en R. leguminosarum. R. leguminosarum
salvaje, R. leguminosarum mutante IpcC, R. leguminosarum mutante /pcC complementado con /pcC de R.
leguminosarum.

Al comparar la capacidad de formacion de biofilm de las cepas mutantes de A4.
tumefaciens, B. japonicum y S. meliloti, respecto a las cepas salvajes, se observo un
aumento de la adhesion celular en los tres casos. Este dato sugiere que la ausencia de la
porcién sacarida mas externa del LPS afecta la capacidad de las células de formar biofilm
sobre superficies plasticas. Este aumento en la capacidad de formar biopeliculas puede
estar asociado al incremento de la hidrofobicidad superficial de la bacteria como
consecuencia de la ausencia del antigeno O (véase apartado anterior), resultando en una
mayor adherencia a superficies hidrofébicas como es el caso del poliestireno.

Se ha reportado en B. japonicum, Rhizobium rhizogenes, Porphyromonasgin
ivalis y E. coli, entre otras, que la ausencia del antigeno O, produce un aumento en la
hidrofobicidad en la superficie bacteriana, y por consiguiente incrementa la capacidad de
formar biopeliculas en superficies plasticas (Lee ef al., 2010; Abarca- Grau et al., 2012;
Nakao ef al., 2006; Nakao et al., 2012).

Sin embargo, un efecto contrario se ha encontrado en la cepa mutante /pcC de R.
leguminosarum. Estos resultados coinciden con lo publicado recientemente por Russo et
al, (2015), donde mutantes de R. leguminosarum carentes de antigeno O disminuyen la
capacidad de formar biofilm sobre placas de poliestireno.

Este aumento de adhesion a superficies de poliestireno por parte los mutantes de
A. tumefaciens, B. japonicum y S. meliloti que carecen de antigeno O y como
consecuencia son mas hidrofébicas, estd dado por las propiedades fisicoquimicas de

ambas superficies. El incremento en la hidrofobicidad en la superficie de las bacterias
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aumenta su capacidad de adhesion sobre superficies, también hidrofébicas, como es el
caso de las placas de poliestireno (Korber et al., 1995; Lee et al., 2014).

El hecho que en R. leguminosarum se observe un efecto contrario pude estar dado
por la composicion sacdrida del core, ya que en dicha especie bacteriana, esta subunidad
del LPS es rica en GalUA (como se discutio en el apartado anterior), lo cual estaria
aumentando la hidrofilicidad relativa de la superficie bacteriana, y como consecuencia
disminuiria la capacidad de adhesion celular sobre superficies hidrofébicas, como lo es

el poliestireno (Forsberg & Carlson 2008; Carlson et al., 2010; Russo ef al.,2015).

I-20. Analisis de Ia infectividad del mutante IpcC de Agrobacterium tumefaciens en
Kalanchoe daigremontiana

Agrobacterium tumefaciens (formalmente Rhizobium radiobacter), al igual que
los rizobios antes descriptos; es una a-Proteobacteria del orden Rhizobiales, pero en vez
de formar organos fijadores de nitrégeno; causa tumores en los tallos u hojas de plantas
dicotiledéneas conocidos como “agallas™, (Zupan et al., 2000).

Al inicio de la infeccion Agrobacterium puede reconocer sustancias fendlicas que
son liberadas por las heridas de las plantas, y es alli por donde ingresa al tejido vegetal
ubicandose en los espacios intercelulares. Luego, es necesario la adhesion unipolar de las
bacterias a las células vegetales y posteriormente la formacion de biofilm. En el proceso
de formacion de esta biopelicula intervienen varios polisacaridos de la superficie
bacteriana, como ser UPP (Polisacarido Uni-Polar), celulosa, succinoglicano, glucanos
ciclicos y LPS (Heindl et al., 2014).

Luego de producirse la adhesion celular irreversible sobre la superficie de la célula
vegetal se transfiere a ésta el plasmido conocido como plasmido Ti (cadena simple de
ADN), por medio de un complejo de proteinas denominadas Vir; hasta llegar al nucleo
de la célula donde se integrara cromosémicamente (McCullen & Binns, 2006).

Este plasmido contiene genes involucrados en la produccion de reguladores del
crecimiento vegetal, necesarios para el desarrollo del tumor. El plasmido Ti también
contiene genes que codifican enzimas que inducen la produccion por parte de la planta de
aminodcidos especializados llamados opinas. Estas son una fuente de energia especifica
para A. tumefaciens, pero no para otros organismos (Zambryski, 1997).

Con el objeto de analizar si la infeccion por parte de 4. tumefaciens requiere de la

estructura completa del LPS, se llevé a cabo un ensayo de infecciéon en hojas de
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Kalanchoe daigremontiana. Como se describi6 en el apartado I-14, se infectaron hojas

jovenes de K. daigremontiana con la cepa salvaje y el mutante IpcC de A. tumefaciens.

Figura 34. Tumores (agallas) inducidas por la infeccion con A. tumefaciens. a: Tumores en hojas de K.
daigremontiana inducidos por 4. tumefaciens salvaje; b: Tumores en hojas de K. daigremontiana inducidos
por A. tumefaciens lpcC-.

Como puede observarse en la Figura I-34, la carencia del antigeno O y del core
externo del LPS de A. tumefaciens, no son indispensables para producir una infeccion
efectiva y como consecuencia la posterior formacion de la agalla en las hojas de K
daigremontiana. Esto puede deberse a que en las etapas iniciales de la infeccion
producida por A. tumefaciens, es necesaria la formacion de biofilm sobre la superficie de
la célula vegetal. Y como consecuencia el aumento en la capacidad de formacion de
biofilm, producto de la ausencia de antigeno O en el mutante /pcC de A. tumefaciens,
posiblemente no afecte, incluso favorezca a las bacterias en las primeras etapas de

infeccion.
I-21. Consideraciones finales

En resumen, en el presente capitulo hemos generado mutantes en las
glicosiltransferasas LpsB y LpcC de bacterias del orden Rhizobiales y evaluado sus
correspondientes fenotipos. Se demostré6 que mutaciones en estos genes afectan la

movilidad electroforética del LPS debido a la sintesis de un LPS truncado. Asimismo
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estas mutaciones resultan en un fenotipo pleiotrépico ya que también afectan la capacidad
de formar biofilm y producen cambios en la hidrofobicidad superficial de los rizobios.

La complementacién funcional de los mencionados mutantes con ortélogos del
orden Rhizobiales demuestra que la glicosiltransferasa LpsB de S. meliloti es una
glucosil/manosil transferasa a diferencia de sus ortélogos Rhizobiales que en
concordancia con los resultados obtenidos en este capitulo se comportan como
manosiltransferasas estrictas.

Intrigante es el caso de la heptosiltransferasa RfaC de M. loti, la cual fue capaz de
restituir el fenotipo del LPS en el mutante /pcC de B. japonicum; pero no se observo
complementacion funcional con S. meliloti, R. leguminosarum y A. tumefaciens. Es
importante mencionar que la estructura del LPS de B. japonicum difiere sustancialmente
de la estructura de los LPS de S. meliloti, R. leguminosarumy A. tumefaciens. En el primer
caso se asemeja a la estructura del LPS de las enterobacterias con una elevada
heterogeneidad en el grado de polimerizacion del antigeno O.

Si bien las estructuras del lipido A de B. japonicum y M. loti presentan marcadas
diferencias, tienen en comin la presencia de un residuo de diaminoglucosa que esta
ausente en los otros rizobios; esta coincidencia podria en principio estar asociada al hecho
que RfaC complemente funcionalmente al mutante LpcC de B. japonicum.
Coincidentemente, el lipido de B. melitensis también posee dicho diaminoazicar y LpcC
de esta especie bacteriana también es capaz de complementar funcionalmente al mutante

IpcC de B. japonicum.
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INTRODUCCION

El cultivo de soja es de gran importancia en nuestro pais, ya que en los tltimos
afios se ha convertido en un protagonista importante de la economia argentina (Ministerio

de Agricultura Ganaderia y Pesca http://www.minagri.gob.ar/site/). Argentina se

encuentra, junto a Brasil y Estados Unidos, como una de las tres potencias exportadoras
de este cultivo, que en conjunto aportan mas del 80% de la producciéon mundial
(Schvarzer & Tavosnanska 2007).

La soja, un cultivo proteico por excelencia, necesita acumular grandes cantidades
de N para su normal crecimiento, para ello requiere de un aporte importante de N para
obtener buenos rendimientos. Se estima que los requerimientos de nitrégeno oscilan entre
60 y 80 kg N por tonelada de grano (Gonzalez, 2000; Scheiner et al., 1999). Para cubrir
tal demanda, ademas de la absorcion del nutriente desde el suelo, esta y otras especies de
la familia de las Leguminosas han desarrollado el mecanismo de la fijacion bioldgica de
N (véase apartado I-1.1).

Como se describio en el capitulo anterior, Bradyrhizobium japonicum establece
una relacion simbidtica con plantas de soja (Glycine max), induciendo la formacion en
sus raices de nddulos determinados donde se lleva a cabo la reduccion de nitrégeno
ambiental a nitrogeno combinado asimilable para la leguminosa (Brechenmacher et al.,
2010).

Estos nodulos determinados presentan una morfologia esférica (en comparacion
con los nodulos indeterminados que son mas alargados) y no poseen un meristema
definido (Patriarca et al., 2004).

Numerosos estudios sobre el rol de los polisacaridos de superficie en los rizobios
durante el proceso de nodulacién en diversas especies bacterianas, llevaron a la
conclusion que durante la infeccion de raices que conducen a la formacioén de nédulos
determinados, son requeridos los LPS, en cambio para la formaciéon de nddulos
indeterminados presentan mayor importancia los EPS (Kannenberg & Brewin 1994;
Fraysse et al., 2003, Parada et al., 2006).

Stacey et al, (1991) demostraron que un mutante Tn5 de B. japonicum, carente
del antigeno O del LPS fue incapaz de formar nédulos en raices de plantas de soja.
Posteriormente se encontrd que este transposon se localizaba en un grupo de genes

involucrados en la sintesis de LPS, que comprende a rfaF (So et al. 2000), rfaD (Noh et
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al. 2002) y galE (Chang et al. 2008) los cuales codifican para una heptosiltransferasa,
heptosa-6-epimerasa y UDP-galactosa-4-epimerasa, respectivamente.

En el apartado 1-14. del capitulo 1 se describié que una mutacién en el gen que
codifica para la manosiltransferasa LpcC de B. japonicum produce un LPS de mayor
movilidad electroforética como consecuencia de la ausencia del core externo y antigeno
O. Ademas, esta cepa mutante puede ser complementada por LpcC de R. leguminosarum,
A. tumefaciens y B. melitensis; y RfaC de M. loti (Figura 23). Asimismo, este mutante
mostré una sensibilidad incrementada, en comparacion a la cepa salvaje, al detergente
SDS. Ademas en los apartados I-19.1 y I-19.2 se describi6 que el mutante /pcC presenta
un aumento relativo en la hidrofobicidad superficial y una mayor capacidad para formar

biofilm en placas de poliestireno que la cepa salvaje.
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MATERIALES y METODOS

II-1. Cepas bacterianas, plasmidos y oligonucleétidos

Tabla 4. Cepas de B. japonicum empleadas en este capitulo.

Bradyrhizobium japonicum

Caracteristicas Referencia

USDA110  Cepa silvestre, simbionte de Glycine max. Sm’ Coleccién Lab.

Sm70 USDAI110, lpcC::lacZ-Gm (fusién transcripcional  Este trabajo
lacZ-Gm en el sitio Sall del gen IpcC), Sm', Gm".

Sm70-110 Sm 70 portadora del plasmido pJF110 (pFAJ1708- Este trabajo
IpcC de B. japonicum). Sm', Gm', Tc'

Sm70-120 Sm 70 portadora del plasmido pJF120 (pFAJ1708-  Este trabajo
IpcC de A. tumefaciens). Sm', Gm'", Tc"

Sm70-130 Sm 70 portadora del pldsmido pJF130 (pFAJ1708- Este trabajo
IpcC de B. henselae). Sm", Gm', Tc'

Sm70-150 Sm 70 portadora del pldsmido pJF150 (pFAJ1708-  Este trabgjo
rfaC de M. loti MAFF 303099). Sm', Gr', Tc"

Sm70-160 Sm 70 portadora del plasmido pJF160 (pFAJ1708- Este trabajo
IpcC de R. leguminosarum). Sm', Gm', Tc'

Sm70-170 Sm 70 portadora del plasmido pJF170 (pFAJ1708-  Este trabajo
IpsB de S. meliloti). Sm', Gm', Tc'

Sm70-180 Sm 70 portadora del plasmido pJF180 (pFAJ1708- Este trabajo

IpcC de B. melitensis). Sm’, Gm', Tc' §
0

@

Sm70-190 Sm 70 portadora del plasmido pJF150 (pFAJ1708-  Este trabajo E
rfaC de B. bronchiseptica). Sm’, Gm', Tc' &
©
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Tabla 5. Pldsmidos empleados en el presente trabajo

Plasmido

pK18mob2

pJF110

pJF120

pIF130

pJF150

pJF160

pJF170

pJF180

pJF190

pFI210

pFI240

Caracteristicas
Derivado del plasmido pK18, mob, Km*

Derivado de pFAJ1708, conteniendo IpcC de:l:

Japonicum en los sitios HindlIIl, Kpnl. Ap" Tc'

Derivado de pFAJ1708, conteniendo IpcC de A.
tumefaciens en los sitios Hindlll, EcoRl. Ap' Tc'

Derivado de pFAJ1708, conteniendo /pcC de B.
henselae en los sitios BamHI, EcoRI. Ap* Tc'

Derivado de pFAJ1708, conteniendo rfaC de M. loti
MAFF303099 en los sitios HindlIl, Kpnl. Ap" Tc'

Derivado de pFAJ1708, conteniendo /pcC de R
leguminosarum en los sitios BamHI, EcoRI1. Ap' Te'

Derivado de pFAJ1708, conteniendo /psB de S.
meliloti 2011en los sitios Hindlll, EcoRI. Ap" Tc'

Derivado de pFAJ1708, conteniendo IpcC de B.
melitensis M16 en los sitios Hindlll, Kpnl. Ap" Tc'

Derivado de pFAJ1708, conteniendo rfaC de B.
bronchiseptica en los sitios HindlIll, EcoR1. Ap" T¢'

Derivado de pK18mob2, conteniendo lpcC:: lacZ-
Gm de B. japonicum en los sitios Hindlll, Kpnl,

Derivado de pK18mob2, conteniendo fragmento
interno de 376 pb de rfaF de M. loti en los sitios
BamH]l, Hindlll, Km"

Referencia

Schiifer et al.

(1994)
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Tabla 6. Oligonucleotidos empleados en este trabajo

Gen Secuencia

Bradyrhizobium japonicum (Para el clonado en pFAJ1708 y pK18mob2)
IpcC  Forw. 5-AAAAAAGCTTTAAACGGAGCGTGACGTGG-¥

Hindlll

IlpcC  Rev. 5-AAAAGGTACCATTCTGCTGGCACCGACTACT-3¥

Kpnl
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I1-2. Medios y condiciones para el cultivo de B. japonicum

Medio PSY: (Regensburger & Hennecke 1983)

Peptona

Extracto de levadura
KH2PO4

Na;HPO4

H>O desionizada hasta completar

*Una vez Autoclavado agregar:

MgSO47H,0 [10 %]
CaClz [5 %]
Biotina

Micronutrientes** [100X]

**Micronutrientes  [100X}:

H3BO3
ZnS042H,0
FeCls

CuSO4 SH20
MnCl,
NaMoOs4 2H,0

10g
10g
03¢g
03¢g
988 ml

1,0 ml
1,0 ml
0,2 mg
10 ml

100 mg/1
1,0 mg/1
1,0 mg/1
0,5 mg/l
0,15 mg/l
0,1 mg/l

La temperatura de incubacion para los cultivos de las distintas cepas de B.

Jjaponicum fue 30 °C. Los cultivos en medios liquidos fueron agitados a 150 rpm en un

agitador rotatorio.

*Las condiciones de obtencion del mutante [pcC'y de las complementaciones heterdlogas;

evaluacion de la capacidad de las distintas cepas para crecer en medios suplementados

con SDS, aislamiento y analisis de LPS, determinacion de la hidrofobicidad superficial y

formacion de biofilm; fueron descriptos en el capitulo anterior.
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II-3. Curvas de crecimiento y viabilidad

Para cada cepa se hicieron crecer pre-indculos en medio PSY hasta la
DOsoonm=0,3; luego se utiliz6 1 ml de estos pre-cultivos para inocular los cultivos
definitivos. Las cepas de B. japonicum fueron crecidas (por triplicado) en medio PSY,
suplementado con los antibidticos correspondientes. Los cultivos fueron crecidos a 30 °C
con agitacién de 150 rpm durante 8 dias. La absorbancia (DOeoonm) de los cultivos fue
determinada cada 12 horas.

Para determinar la viabilidad de los cultivos se utiliz6 el método de diluciones
seriadas en base10 y recuento en placa por la técnica de microgota (Doyle et al., 2001).

Los resultados se expresan como el logaritmo de las UFC ml™!.

II-4. Célculo del tiempo de generacion

El tiempo de generacion fue calculado utilizando los valores obtenidos en la curva
de crecimiento (CFU vs tiempo) y empleando la siguiente ecuacion (Peral, 1993):

G = t

Sie

3.3*log(%)

Doénde: B=Numero de UFC al tiempo cero.
b=Numero de UFC al tiempo t1.
t=Periodo o tiempo.

T=Tiempo de generacion.
n=Numero de generaciones.
Log=logaritmo en base 10

I1-5. Extraccion y cuantificacion de exopolisacaridos (EPS) (Skorupska et al., 1985)

Células de B. japonicum y mutantes fueron crecidas en medio PSY a 30°C durante
7 dias en agitacion continua a 150 rpm. Los EPS fueron extraidos a partir del sobrenadante
de los cultivos, previa centrifugacion a 10000 rpm durante 20 min, por precipitaciéon con
3 volumenes de etanol frio durante 24 h. Luego de centrifugar nuevamente a 10000 rpm
20 min el precipitado fue secado y resuspendido en agua destilada. La determinacion

cuantitativa de polisacaridos fue realizada por el método de antrona (Dische, 1962).
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I1-6. Ensayos de motilidad

La motilidad fue determinada sembrando 5 pl de un cultivo de B. japonicum
crecido en medio PSY, DOsoonm=0,5 en el centro de una placa de Petri conteniendo medio

PSY semisolido (agar 0,3%) e incubada a 30 °C durante siete dias (Lee et al., 2010).

I1-7. Ensayos de autoagregacion

Las cepas de B. japonicum fueron crecidas en medio PSY con agitacion de 150
rpm, a 30 °C durante 7 dias. Posteriormente, los tubos fueron mantenidos verticalmente
sin agitacion a temperatura ambiente durante 24 h y observados para determinar la

presencia o no de agregacion.
I1-8. Microscopia electréonica de transmision de células de B. japonicum

Los anélisis de microscopia electrénica de transmisién fueron llevados a cabo por
el Servicio de Microscopia Central de la Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad
Nacional de La Plata (UNLP), Argentina.

Las muestras fueron tefiidas negativamente con 2% de éacido fosfotungstico pH

7,0 y observadas en un microscopio electronico de transmision JEM 1200 EX II (JEOL,
Tokyo, Japan) a 80 kV.

I1-9. Ensayos de nodulaciéon en plantas de soja

Las semillas de soja fueron desinfectadas superficialmente mediante inmersion en
una solucion de etanol 95% (v/v) durante 5 min, se enjuagaron con agua destilada estéril
3 veces, luego se sumergieron en una solucién de NaClO 25% (v/v) durante 15 min.
Posteriormente fueron lavadas con agua destilada estéril ocho veces y pre-germinadas en
placas de Petri (14 cm de diametro), sobre papel de filtro embebido en agua destilada
estéril y algodon durante 3 dias a temperatura ambiente y en oscuridad.

Una vez germinadas las plantulas fueron trasplantadas en vasos plasticos
conteniendo vermiculita estéril e inoculadas con 1ml de cultivo de B. japonicum (1x108

UFC/ml) Las plantas fueron cultivadas en invernadero acondicionado a 24 °C con
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fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad. Las plantas fueron regadas alternando agua

estéril y medio Hoagland libre de nitrogeno.

Por cada cepa se inocularon 50 plantas. Para estudiar la cinética de nodulacion,

las plantas fueron cosechadas (de a 10 por vez) a los 7, 14, 21, 28 y 35 dias.

Medio Hoagland (por litro) (Hoagland & Arnon 1938)

CaCl, [IM] 1,0 ml
KCl [IM] 1,0 ml
MgSO4 [1M] 0,4 ml
KH2PO4 [IM] 0,2 ml
FeClz [5 mg/ml] 0,2 ml
Micronutrientes* 0,2 ml

*Micronutrientes (por litro)

H3BO3 2,83g

MnCl; 4H,O 1,81g

ZnCl 0,11g
CuSOq4 0,05¢g
NaMoOq 0,025¢

I1-10. Preparacion de nédulos para microscopia electronica

Los analisis de microscopia electronica de transmision fueron llevados a cabo por
el Servicio de Microscopia Central de la Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad
Nacional de La Plata (UNLP), Argentina.

Los nddulos fueron extirpados de las raices, cortados transversalmente y fijados
al vacio en glutaraldehido 2% (v/v). Posteriormente fueron sumergidos en una solucion
de buffer fosfato-OsOs al 1% (p/v) durante una hora a temperatura ambiente. La fijacion
en osmio fue seguida por tres lavados con agua destilada de 10 min cada una.
Posteriormente la muestra fue sometida a deshidratacion en concentraciones crecientes
de etanol (50, 70, 80, 90, 96 y 100%) durante 15 min. cada una, a excepcion de la Gltima
que fue durante una hora. Una vez deshidratadas, las muestras se infiltraron gradualmente

con resina epoxy. El material se seccion6 con una hoja de vidrio utilizando un
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ultramicrétomo SuperNova Reichert-J. Para microscopia optica, cortes de 2 pm de grosor,
se tifieron con azul de toluidina y las fotografias fueron tomadas con un microscopio
optico Carl Zeiss Jena acoplado a una camara Kodak. Para microscopia electronica de
transmision, cortes ultrafinos de 70 nm de espesor fueron colocados en una rejilla de cobre
recubierta con colodidn. Las secciones fueron tefiidas con acetato de uranilo (p/v) durante
10 min y luego con citrato de plomo 1% (p/v) durante 5 min.; posteriormente fueron
lavadas con agua y secadas por corriente de aire. Las rejillas fueron visualizadas en un

microscopio electronico de transmision JEM 1200 EX IT (Jeol) a 80 kV.
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RESULTADOS Y DISCUSION

I1-11. Efecto de la mutacién IpcC de B. japonicum sobre los pariametros de
crecimiento

Ha sido descripto en Azospirillum brasilense, E. coli y Salmonella, que
mutaciones en el core interno del LPS usualmente producen un retraso en la velocidad de
crecimiento (Lerner ef al., 2009, Kadrmas et al., 1998). Para determinar si la alteraciéon
en el LPS, producto de la mutacion en el gen IpcC, afecta al crecimiento de B. japonicum,
se evaludé mediante curvas de crecimiento la cinética de crecimiento de la cepa salvaje,

de la cepa mutante en /pcC y la cepa mutante complementada con el alelo salvaje.

Log UFC mL'

i

* 8 jopoaicusm saham : ® 8 japonicurn salvaje

s & aponicum peC ® 8 japonicum ipcC

& 8 joppeC *ipoC Bap & 8 jap lpeC +lpeC B jap
.

v T T L e R i e g son ]
5 120 195 1500 185 1M 15 30 45 60 75 €0 105 120 135 150 185 180
Tiempo (horas)

Figura 35. Efecto de la mutacion en el gen IpcC sobre el crecimiento de B. japonicum. a: Curva de
crecimiento expresada en absorbancia soonm Vs tiempo; bz Curva de crecimiento expresada como Log UFC
ml ! vs tiempo.

Como se observa en la Figura 35, la cepa mutante [pcC de B. japonicum presenta
un crecimiento demorado (tiempo de generacion 8,59 horas) con respecto a la cepa salvaje
(tiempo de generacion 6,6 horas). Dicho efecto estd asociado a la mutacion en el LPS ya
que el crecimiento demorado es restituido a los valores observados en la cepa salvaje
cuando la mutacién es complementada con el alelo salvaje. Existen estudios en los que se
describe que bacterias con mutaciones en la estructura del LPS, frecuentemente también
tienen afectada la integridad de la membrana externa. Estas alteraciones resultan en una

mayor sensibilidad celular a detergentes y antibiéticos (Jofré et al., 2004).

Resultados y Discusion

Capitulo Il

112




Tesis Doctoral Walter Ferrari

II-12. Alteraciones en la estructura del LPS de B. japonicum resultan en un
incremento de la produccion de exopolisaciridos

Ademas de los LPS, también los exopolisacaridos (EPS) han sido descriptos como
moléculas requeridas para la infeccién y nodulacion de raices de soja (Glycine max).
Quelas et al., (2010) demostraron que una mutacién en el gen exoB (UDP-glucosa
epimerasa) de B. japonicum produce EPS carente de galactosa y como consecuencia
induce la formacién de pseudonddulos vacios en raices de plantas de soja. Teniendo en
cuenta este antecedente se determiné en el mutante IpcC de B. japonicum la produccion

de EPS en comparacion a la cepa salvaje y al mutante complementado.

R 5. japonicum saivaje
BB 5. japonicum lpcC
W 5. jap /pcC + IpcC de 8. jap

1@ Equivalentes de Glucosa mg-1 proteinas

Figura 36. Efecto de la mutacion en lpcC de B japonicum sobre la produccién de EPS.

Al cuantificar la produccion de EPS en B. japonicum, se observd un incremento
aproximado del 90% en la produccion de dicho polisacérido por parte de la cepa mutante
IpcC con respecto a la cepa salvaje. Esta produccion incrementada de EPS en el mutante
IpcC fue restituida a los valoras observados en la cepa salvaje cuando el mencionado
mutante fue complementado con su alelo salvaje. En R. etli se describié6 un mutante
carente de antigeno O, donde la produccién de EPS se encontraba aumentada con respecto
a la cepa salvaje (Araujo et al., 1994). Asimismo en Azospirillum brasilense se ha
reportado un mutante con alteraciones en el core del LPS cuya produccion de EPS resulto
aumentada (Jofré et al., 2004).

El mutante [pcC de B. japonicum, al carecer de una porcidn significativa del LPS,
y por ende al producirse un cambio tan drastico en su superficie, posiblemente aumente

la produccion de EPS para compensar los posibles cambios en la permeabilidad celular.
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Si bien este fenotipo de produccion incrementada de EPS en respuesta a una mutacion en
el LPS podria ayudar a estabilizar la integridad de la pared celular bacteriana; no restituye

la capacidad de infectar y nodular raices de plantas de soja.

I1-13. Cambies en la estructura del LPS alteran la motilidad y capacidad de
autoagregacion

Luego de observar que el mutante JpcC de B. japonicum presenta disminuida su
velocidad de crecimiento, se decidié evaluar si dicha mutaciéon también produce
alteraciones en la motilidad de esta cepa. Para ello se sembraron 5 pl de un cultivo crecido
en fase exponencial en el centro de una placa conteniendo medio PSY con agar semisélido

y se incubo a 30 °C durante 7 dias.

Figura 37. Motilidad de B. japonicum. a: B. japonicum salvaje; b: B. japonicum IpcC °; ¢: B. japonicum
IpcC -+ IpcC de B. japonicum.

Se observo que el mutante presenta significativamente menor motilidad (¢-test, P
< 0,01) en comparacion con la cepa salvaje. Las medias de los didmetros fueron 32 + 3
mm para la cepa salvaje, 4 = 1 mm para el mutante [pcC; y 28 = 4 mm para la cepa
mutante complementada con su alelo salvaje (Figura 37).

Estudios llevados a cabo por Lee et al, (2010), demostraron que un mutante B.
japonicum que carece antigeno O mostré una motilidad disminuida. Asimismo en
Pseudomonas aeruginosa se ha descripto una cepa cuyo LPS carece de antigeno O y core
externo; y también presentd una marcada disminucion de motilidad en medios de cultivos
semisolidos (Lindhout et al., 2009).

Por otra parte en cultivos liquidos crecidos hasta fase estacionaria y luego
mantenidos sin agitacion durante 24 horas, se observé una mayor agregacion de las

células correspondientes a las cepas que poseen el LPS alterado (Figura 38).
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Figura 38. Ensayos de autoagregacion. a: B. japonicum salvaje. b: B. japonicum IpcC ~; ¢: B. japonicum
IpcC -+ IpcC de B. japonicum; d: B. japonicum IpcC - + IpsB de S. meliloti; e: B. japonicum IpcC = + IpcC
de R. leguminosarum; §: B. japonicum IpcC ~ + rfaC de M. loti.

Teniendo en cuenta que el mutante IpcC posee un LPS truncado a la altura del
core interno, es decir carece de una porcion de glicano de tamafio considerable, y que
mostré cambios en la hidrofobicidad celular, es probable que el incremento en la
autoagregacion sea consecuencia del aumento en la hidrofobicidad celular. Ademas,
como consecuencia de la alteracion del LPS, quedan mas expuestos los residuos de GIcN
que componen el lipido A. Se ha reportado que estos residuos de aminoazicares pueden
actuar como adhesinas intercelulares (Jefferson K. 2009). En S. meliloti, el mutante IpsB
mostré un aumento en la autoagregacion comparado a la cepa salvaje (Bogino el al.,
2013)

Dicha hidrofobicidad y la exposicion de los residuos de GlcN podrian ser la causa
de la mayor autoagregaciéon y de la disminucién en la movilidad observada en cepas

carentes de antigeno O y de una porcién del core.

II-14. La presencia de flagelos en B. japonicum no se encuentra afectada por las
alteraciones en el LPS

En el apartado II-13 se describio que el mutante IpcC de B. japonicum presentaba
una motilidad disminuida en medio de cultivo semisélido. Este fenotipo puede deberse al
aumento de hidrofobicidad superficial por parte de las células, esto concuerda con lo
reportado por Lee et al, (2010).

Por otra parte Nakao et al, (2012) describen un mutante waaC en E. coli, que

produce un LPS truncado similar al mutante /pcC de B. japonicum. Dicha cepa mutante
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ademas de ser mas hidrofébica superficialmente y presentar una motilidad reducida con
respecto a la cepa salvaje, carece de flagelos.

Para determinar si la disminucion en la motilidad observada en el mutante [pcC
de B. japonicum estd asociada al aumento de la hidrofobicidad superficial o es la

consecuencia de la ausencia de flagelos; se determiné la presencia de dichas estructuras

mediante microscopia electroénica de transmision.

Figura 39. Microscopia electrénica de transmisién de B. japonicum. a: B. japonicum salvaje; b: B.
Jjaponicum IpcC; ¢z B. japonicum IpcC " + IpcC de B. japonicum.

Se ha descripto que B. japonicum posee dos tipos diferentes de flagelos, un flagelo
grueso y unos pocos flagelos delgados; todos de localizacion subpolar (Kanbe et al.,
2007). Ambos tipos de flagelos estan impulsados por fuerza protén-motriz (Aizawa,
2014).

En la Figura 39 solo se evidencia uno de los flagelos caracteristicos de B.
Jjaponicum tanto en la cepa salvaje como en la cepa mutante en /pcC. A diferencia de lo
reportado para E. coli (Nakao et al., 2012), el mutante IpcC de B. japonicum presenta
flagelos (Figura 39b).

Por lo tanto la disminucion en la motilidad en la cepa mutante pueda deberse al
aumento en la hidrofobicidad superficial, como lo ha descripto Lee ef al, (2010); o bien
la modificacion en la estructura del LPS (y por consiguiente en la membrana externa) de
la bacteria produzca una alteracion en la rotaciéon normal del flagelo, como se ha
observado en P. aeruginosa (Lindhout er al., 2009); dando como consecuencia una

motilidad reducida.
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II-15. Una estructura de LPS intacta es requerida para el establecimiento de una
simbiosis funcional entre B. japonicum 'y Glycine max

Se ha demostrado que mutantes galFE (cuyo producto es una epimerasa que cataliza
la interconversion de UDP-glucosa a UDP galactosa) de B. japonicum resultan en un
perfil alterado del LPS y son incapaces de formar ndédulos (Chang et al., 2008). Para
determinar si la mutacion en el gen IpcC de B. japonicum, (que resulta en un fenotipo con
LPS alterado), afecta la interaccion simbidtica con su planta hospedadora, se analiz6 la
capacidad de nodulaciéon del mutante /pcC en plantas de soja. Para ello, se evaluo la
cinética de nodulacion en el transcurso de cinco semanas. Las plantas fueron inoculadas
seguin se describe en el apartado 11-9, con B. japonicum salvaje, B. japonicum IpcC
mutante; y este mutante complementado en trans con IpsB de S. meliloti, IpcC de R.

leguminosarum, IpcC de B. japonicum y rfaC de M. loti.
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Figura 40. Cinética de nodulacién de plantas de soja por B. japonicum salvaje y mutante IpcC. B.
Jjaponicum salvaje; B. japonicum IpcC ~; B. japonicum IpcC "+ IpsB de S. meliloti; B. japonicum lpcC =+
IpcC de R. leguminosarum; B. japonicum IpcC "+ IpcC de B. japonicum; B. japonicum IpcC - + rfaC de M.
loti.

En la Figura 40 se observa que la cepa de B. japonicum salvaje fue capaz de formar
nédulos fijadores de nitrégeno en raices de plantas de soja. En cambio la cepa con la
mutacion en el gen IpcC produjo unos pocos nddulos no fijadores de nitrégeno
(pseudonddulos). La capacidad de nodulacién de este mutante se restituyé cuando fue

complementado en frans con su alelo salvaje. También se observo la presencia de nédulos

Resultados y Discusién

Capitulo 1.

117




Tesis Doctoral Walter Ferrari

fijadores de nitrogeno en las raices de plantas inoculadas con el mutante en IpcC de B.
Japonicum complementado con los ortélogos IpcC de R. leguminosarum y rfaC de M.
loti.

A su vez en el caso del mutante IpcC de B. japonicum complementado con IpsB
de S. meliloti no se observaron nédulos indicando que el producto del gen IpsB de S.
meliloti no es capaz de restituir el fenotipo de nodulacién observado en la cepa salvaje.
Los mismos ortélogos que fueron capaces de restituir el fenotipo nodulador del mutante
IpcC de B. japonicum, también fueron capaces de restituir el perfil electroforético del LPS

en dicho mutante.

Figura 41. Imdgenes de nédulos y pseudonédules de raices de plantas de soja inoculadas con B.
japonicum. a: Nédulos de 5 semanas de raices de soja inoculadas con B. japonicum salvaje. b: Nédulo de
4 semanas de raices de soja inoculadas con B. japonicum IpcC - + IpcC de B. japonicum. ¢: Pseudonédulo
de 5 semanas de raices de soja inoculadas con B. japonicum IpcC~. d: Pseudono6dulo de 5 semanas de raices
de soja inoculadas con B. japonicum lpcC~+ IpsB de S. meliloti.

El desarrolio de nodulos fijadores de nitrogeno en plantas que forman noédulos
determinados (como en el caso de Glycine max) requiere de una estructura completa del
LPS en la superficie de los rizobios (Noel et al., 2000; Kannemberg & Brewin 1994). En
nuestro caso se observa que alteraciones en la estructura del core del LPS de B. japonicum
disminuyen drasticamente el numero de nodulos, los cuales a su vez son incapaces de

fijar nitrogeno.

I1-16. Observaciones microscépicas de cortes de nédulos de soja

La cepa mutante en IpcC de B. japonicum, fue incapaz de formar nédulos maduros
y fijadores de nitrégeno; en cambio indujo la formacién de estructuras similares a
nodulos, pero de menor tamafio y no fijadores de nitrogeno (pseudonodulos). Estos

pseudonddulos fueron descriptos por Stacey et al. (1991) y denominados nédulos pop
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corn de su traduccion del idioma inglés: “pochoclo”. Por otra parte las
complementaciones con su alelo salvaje, IpsB de S. meliloti y rfaC de M. loti restituyeron
los fenotipos salvajes del LPS y de la nodulacion.

Al macerar los nédulos y sembrar en placas con medio de cultivo suplementado
con los antibidticos correspondientes, fue posible recuperar bacterias de los nédulos
fijadores de nitrdgeno; en contraste no se recuperaron bacterias a partir de los macerados
de pseudonddulos. Este resultado sugiere que las células de estos pseudonddulos no han
sido infectadas. Para corroborar este resultado, se llevaron a cabo observaciones por
microscopia dptica y electrénica de transmision de cortes semifinos y ultrafinos de dichos

nodulos.

I1-16.1. Los pseudonodulos inducidos por B. japonicum con LPS alterado presentan
signos de defensa por parte de la planta

Al analizar los cortes semifinos de nédulos y pseudonddulos se observa una
marcada diferencia entre las células de las raices inoculadas con cepas que indujeron la
formacion de nodulos efectivos con respecto a las que indujeron la formacion de
pseudonddulos. En los cortes visualizados en la Figura 42 (a, c, e y f) se puede observar
que la mayoria de células mas internas de la raices se hallan completamente coloreadas,
lo cual se correlaciona con la infeccion por bacteroides. En cambio, en los cortes
pertenecientes a los pseudonddulos (Figura 42b y d) no se observan células coloreadas en
su interior, sugiriendo que estas células no estan infectadas. En estos dos dltimos cortes,
especialmente el que corresponde a un pseudonddulo inoculado con el mutante IpcC de
B. japonicum; puede observarse un engrosamiento en la pared de las células
esclerenquimaticas de la endodermis (Figura 42b). Un engrosamiento similar al
observado en estas células fue encontrado en nodulos de plantas de soja inoculadas con
mutantes de B. japonicum afectados en la produccion de EPS. Dicho engrosamiento son
sintomas caracteristicos de reacciones de defensa de la planta (Parniske et al., 1994;
Quelas et al., 2010). En el corte correspondiente al pseudonédulo inoculado con el
mutante [pcC de B. japonicum complementado con /psB de S. meliloti, se observan pocas
células con paredes engrosadas, posiblemente debido a la seccion del corte donde fue

registrada la fotografia (Figura 42d).
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I1-16.2. Las células vegetales que forman los pseudonédulos no poseen bacteroides
en su interior

Las microfotografias de microscopia electronica de transmision permiten
visualizar la presencia de bacteroides en el interior de las células vegetales provenientes
de ndédulos verdaderos (Figura 43a, c, e y f). En cambio, los pseudonddulos presentan
“células vacias” es decir, carecen de estos bacteroides (Figura 43b y d). En el interior de
las células infectadas se observa la presencia de 1 a 3 bacteroides rodeados por la
membrana peribacteroidal, lo cual es caracteristico de ndédulos determinados (Gibson et
al., 2008). También puede divisarse dentro de estos bacteroides granulos blancos, los
cuales corresponden al material de reserva polihidroxibutirato (PHB) (Lodwig et al.,
2005).

A diferencia de lo observado en las células provenientes de nédulos verdaderos,
las células de los pseudonddulos se encuentran “vacias”, solo se observa una gran vacuola
central y unas pocas organelas, tales como ribosomas y peroxisomas.

Estos resultados confirman lo planteado precedentemente: para el establecimiento
de una simbiosis efectiva entre B. japonicum y Glycine max se requiriere una estructura
completa del core del LPS. Sin embargo no es posible discernir si el fenotipo observado
es debido a la carencia del core interno a la falta del Antigeno O del LPS ya que la
mutacion en el gen [pcC ademas de afectar el core interno del LPS bloquea el subsiguiente
ensamble del core externo y del antigeno O. Estos resultados estan en concordancia con
el postulado que propone el requerimiento de una estructura completa del LPS en la
superficie de los rizobios para el desarrollo de nodulos fijadores de nitrégeno en plantas
que forman nodulos determinados (Kannemberg & Brewin 1994; Stacey ef al., 1991).

En concordancia con los resultados obtenidos en este capitulo, Lee et al, 2014
recientemente han reportado que una mutacion en el gen IpcC de B. japonicum resulta en
un LPS truncado carente de antigeno O y core externo. Y como consecuencia de esta
alteracién la cepa mutante presenta un crecimiento demorado con respecto a la salvaje.
Ademas de presentar un incremento en la hidrofobicidad superficial, aumento en la
capacidad de formar biofilm; y una disminucion de en la motilidad en comparacion a la

cepa salvaje.
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Figura 42. Microscopia 6ptica de cortes semifinos de n6dulos de soja. a: Cortes de nédulos inoculados con
B. japonicum salvaje; b: Cortes de nédulos inoculados con B. japonicum IpcC-; ¢: Cortes de nédulos inoculados
con B. japonicum IpcC" + IpcC de B. japonicum; d: Cortes de ndédulos inoculados con B. japonicum IpcC~+ IpsB
de S. meliloti; e: Cortes de n6dulos inoculados con B. japonicum IpcC~ + IpcC de R. leguminosarum; f Cortes de
nédulos inoculados con B. japonicum IpcC~ + rfaC de M. loti. i: Célula infectada; ni: Célula no infectada; es:
esclerénquima.
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Figura 43. Microscopia electrénica de transmision de cortes ultrafinos de nédulos de soja. a: Cortes de
nédulos inoculados con B. japonicum salvaje; b: Cortes de nédulos inoculados con B. japonicum lpcC-; ¢: Cortes
de n6dulos inoculados con B. japonicum lpcC~ + IpcC de B. japonicum; d: Cortes de nédulos inoculados con B.
japonicum IpcC -+ IpsB de S. meliloti; e: Cortes de nédulos inoculados con B. japonicum IpcC~ + IpcC de R.
leguminosarum; f Cortes de nédulos inoculados con B. japonicum IpcC - + rfaC de M. loti. b: Bacteroide; a:
Almidén; pe: Pared Celular; p: Peroxisoma; phb: Poli-hidroxibutirato; s: Simbiosoma; v: Vacuola; m:
Mitocondria.
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11-17. Consideraciones Generales

En este capitulo se describié al mutante IpcC de B. japonicum. Adicionalmente al
fenotipo descripto en el capitulo I, se demostr6 que la cepa IpcC ~ de B. japonicum presenta
disminuida la velocidad de crecimiento, respecto a la cepa salvaje.

A causa de las alteraciones en el LPS, el mutante /pcC presenta marcada disminucion
en la motilidad e incremento en la autoagregacion celular, estos fenotipos posiblemente sean
consecuencia del incremento en la hidrofobicidad superficial.

Al inocular plantas de soja con cepas de B. japonicum que presenta el LPS alterado,
estas indujeron la formacion de pseudonddulos vacios (es decir sin bacteroides en el interior

de las células vegetales), lo cual indica que es necesario de un LPS intacto para formar una

simbiosis funcional efectiva.
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INTRODUCCION

11I-1. Glicosiltransferasas

La biosintesis de carbohidratos complejos y polisacaridos presentan una
remarcable importancia biolégica. Estas moléculas regulan una amplia gama de funciones
celulares, incluyendo el almacenamiento de energia, la estructura de paredes celulares,
seflalizacion e interacciones célula-célula; como también interacciones entre patogeno y
hospedador. Debido a estas funciones, especialmente aquellas en las que los residuos de
carbohidratos intervienen en el “lenguaje celular”, requieren de estructuras sacaridas
precisas. La biosintesis de oligosacaridos como también de polisacaridos puede
involucrar la accion de cientos de glicosiltransferasas diferentes y algunas de ellas muy
selectivas (Coutinho, ef al., 2003).

Las glicosiltransferasas (GTs) son enzimas involucradas en la sintesis de
oligosacaridos y glicoconjugados. Estan ampliamente distribuidas en todos los sistemas
vivos, por lo que sus funciones pueden considerarse fundamentales para la vida. Al
analizar mas de 500 genomas de organismos completamente secuenciados, Lairson ef al.
(2008) encontraron que entre el 1% y 2% de los genes de un genoma, codifican para
glicosiltransferasas. Esta abundancia refleja la importancia de estas enzimas para los
organismos, ya sean arqueobacterias, bacterias o eucariotas.

Las GTs catalizan la transferencia de un residuo aziicar a partir de un nucledétido-
azucar, también conocido como azucar-donante o azticar activado (con mayor frecuencia
es un nucleédtido difosfato, como UDP, GDP o ADP) a otra molécula conocida como
aceptor. Este aceptor cominmente suele ser otro azicar, paro también pueden ser
proteinas, ADN, antibidticos, lipidos u otras moléculas pequefias. Ademas, aunque la
transferencia del residuo de azicar se produce con mayor frecuencia al oxigeno
nucleofilico de un oxidrilo del aceptor, también puede ocurrir a un nitrégeno mediante
enlaces N-glicosidicos (por ejemplo, en la formacion de glicoproteinas), azufre (en la
formacién de tioglicésidos en las plantas), y nucleodfilos de carbono (formando enlaces
O-glicosidicos de glicoproteinas o antibidticos) (Breton., et al 2006; Lairson et al. 2008).

Tradicionalmente las glicosiltransferasas, como otras enzimas, han sido

clasificadas segun el azicar donante utilizado, el aceptor y la especificidad del producto
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(Sinnott, M., 1990). Sin embargo este sistema presentaba ciertas limitaciones en el
momento de agrupar a una gran cantidad de enzimas. Actualmente las GTs se clasifican
en familias, utilizando como base el porcentaje de similitud en sus secuencias (Coutinho,
et al., 2003). Hasta la fecha han sido identificadas 97 familias de GTs (CAZy

Carbohydrate Active EnzYmes database. http://www.cazy.org/).

La reciente expansion en el conocimiento de estructuras tridimensionales
reportadas han revelado que practicamente todas las GTs adoptan solamente dos tipos de
plegamientos fundamentales: Glicosiltransferasas A (GT-A) y Glicosiltransferasas B
(GT-B). Las primeras fueron descriptas por primera vez al analizar la glicosiltransferasa
SpsA de Bacillus subtilis. Las glicosiltransferasas pertenecientes a esta superfamilia estan
formadas por dos dominios estrechamente asociados (B/a/B), los cuales tienden a formar
una lamina central continua compuesta por al menos 8 laminas-f§ y rodeadas por hélices-
o a ambos lados. Por este motivo a veces se suele decir que las GT-A estan compuestas
por un unico dominio simple (Figura 44a). En eucariotas es comun que las GT-A posean
un dominio transmembrana seguido de un dominio globular donde se encuentra el sitio
catalitico. Su caracteristica principal es la presencia de un motivo Asp-X-Asp (DXD) el
cual puede unir Mn?* que interactiia con el grupo pirofosoforilo de la molécula donante
(Coutinho, et al., 2003).

A diferencia de las GT-A, la arquitectura de las GT-B se compone de dos dominios
B/0/B (dominios tipo-Rossman), unidos por una por una region bisagra. En este caso los
dos dominios se encuentran enfrentados entre si y con el sitio activo situado en la
hendidura resultante (Figura 44b). El nucledtido-azicar se une al dominio C-terminal y
el aceptor al dominio N-terminal (Coutinho, et al., 2003).

Por medio de andlisis bioinformaticos, recientemente se ha revelado que un grupo
de GTs atn no caracterizadas adoptarian un nuevo tipo de plegamiento, esta superfamilia
fue designada como GT-C (Liu, & Mushegian, 2003). La arquitectura predicha para esta
nueva superfamilia estd compuesta por 8 a 13 hélices de transmembrana y un gran
dominio citoplasmatico donde se encontraria el sito activo (Figura 44c) (Berg et al.,
2007). La primera glicosiltransferasa descripta con estas caracteristicas fue la

oligosacariltransferasa STT3 de Pyrococcus furiosus (Igura et al., 2008).
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Figura 44. Diagrama de cintas de las estructuras representativas de dos superfamilias de
glicosiltransferasas y diagrama de la topologia propuesta para una GT-C. GT-A: Glicosiltransferasa
SpsA de B. subtilis (PDB: 1QGS). GT-B: Glicosiltransferasa MurG de E. coli (PDB: 1F0K). C: Modelo
de la topologia de una Glicosiltransferasa-C de M. tuberculosis. Adaptado de (Berg et al., 2007)

IT1-1.1. Mecanismo de las glicosiltransferasas

Hasta la actualidad no se ha podido conocer en detalle el mecanismo catalitico de
estas enzimas, ni siquiera de aquellas de las cuales se conoce su estructura; no obstante,
por analogia con otras estructuras de las que si se conoce dicho mecanismo, se pueden
plantear varias hipétesis. De hecho, se cree que las glicosiltransferasas actiian de forma
similar a las glicosidasas, las cuales tienen dos tipos de mecanismos cataliticos: inversion
y retencion. En el primer caso, se invierte la configuracion del carbono anomérico del
azicar que se transfiere, y en el segundo, la conformacién anomérica sigue siendo la

misma (Figura 45) (Lairson ef al., 2008).

Sustrato donante

Inversién

HO ; : : Retencion
\’ Hom o
Sustrato aceptor o
It
O-P—OR ©

|
o

Figura 45. Posibles mecanismos cataliticos de las glicosiltransferasas. Al catalizar la transferencia de
grupos glicosilo a un aceptor nucleofilico, el mecanismo puede ser por retencién o inversién de la
configuracion en el centro anomérico. Adaptado de Lairson et al., 2008.

A continuacioén se procedera a describir a las glicosiltransferasas WaaG y WaaC

de E. coli. La estructura de estas dos enzimas se utilizaron como molde para analizar los
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posibles plegamientos que podrian adoptar las glicosiltransferasas LpsB, LpcC y RfaC de
S. meliloti, R. leguminosarum y M. loti respectivamente.

Si bien para el modelado de LpsB y LpcC también se utilizaron otras
hexosiltransferasas como molde, solamente se describira a WaaG debido a que esta es
una enzima que implicada en la sintesis del LPS en E. coli.

PimA, PimB, MshA y 2JJM (los otros moldes) participan en la biosintesis de otros
polisacaridos, cuyas funciones se describiran en el apartado I1I-8. Por otra parte, para el
modelado de RfaC de M. loti también se utilizé6 como molde a la hexosiltransferasa de E.
coli WaaF, pero de esta enzima solo es conocida su estructura tridimensional, y hasta la

fecha no existen reportes donde se describa a la misma.

111-1.2. WaaG de E. coli

En el apartado I-1.2 se describié la biosintesis del core en E. coli. En la cual la
glicosiltransferasa WaaG cataliza la adicién del residuo de Gic I en el core externo de E.
coli. En cuanto a su plegamiento, WaaG adopta una estructura tipo GT-B en la cual su
dominio N-terminal esta separado de la region C-terminal por un polipéptido conector
que ademas cumple la funcién de bisagra. En ambos dominios se encuentran motivos
tipo-Rossman. El dominio N-terminal est4 situado entre los residuos 1-168 y presenta
siete laminas-p paralelas flanqueadas por cinco hélices-a. Por su parte el dominio C-
terminal se encuentra entre los residuos 169-371 y posee seis laminas-f paralelas
flanqueadas por seis hélices-o. El polipéptido comprendido entre los residuos 338-371
vuelve a cruzar hacia el dominio N-terminal, ubicando una hélice-a muy préxima al
motivo tipo-Rossman de este dominio (Figura 46) (Martinez-Fleites et al., 2006).

Al co-cristalizar a WaaG junto al nucleétido-azicar, que en este caso es UDP-Glc,
se observd que esta enzima hidrolizaba a dicho nucledtido-azucar. Para evitar este
inconveniente, WaaG fue co-cristalizada con un analogo no hidrolizable: UDP-2-desoxi-
2-fluoro-Glc (UDP-2FGlc) (Gibson et al., 2004). En la estructura de WaaG co-
cristalizada con su ligando, se observa que a excepcion de la Gly 15, todos los residuos
que interactian con la UDP-2FGlc se ubican en el dominio C-terminal (Martinez-Fleites

et al., 2006).
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Dominio C-terminal

Dominio N-terminal

Figura 46. Estructura de WaaG. a) Diagrama de cintas de WaaG. b) Superficie molecular electrostatica
de WaaG. Adaptado de Martinez-Fleites et al., 2006.

II1-1. 3. WaaC de E. coli

Al igual que WaaG, WaaC adopta el plegamiento tipico de la superfamilia GT-B
y por lo tanto esta formada por dos dominios conectados por un solo polipéptido conector
(bisagra). El domino N-terminal se encuentra entre los residuos 1-152, seguido por un
polipéptido conector entre los residuos 153-179; y por ultimo el dominio C-terminal se
encuentra entre los residuos 180-320. Ambos dominios presentan un motivo tipo-
Rossman, compuesto por seis laminas-f paralelas flanqueadas por hélices-a. Estos
dominios tipo-Rossman son tipicos de proteinas que unen nucleodtidos (Rao et al., 1973).
Entre los dos dominios de WaaC se forma un surco extenso, si bien la molécula de
nucleotido azucar (ADP-L,DHep) se une al dominio C-terminal y el aceptor (Kdoz-lipido
IV4) al dominio N-terminal; es en este surco donde ocurre la reaccion enzimatica (Figura
47) (Grizot et al., 2006). WaaC presenta una distribucion asimétrica de cargas, el dominio
N-terminal (pI 10,2) posee en su mayoria cargas negativas, en cambio el dominio C-
terminal es ligeramente acido (pl 6,0). Esta disimetria puede estar relacionada con la
naturaleza del aceptor, que en este caso es una molécula de Kdoz-lipido IVa, el cual se
encuentra inmerso en la cara interna de la membrana plasmatica. Como en las GT-B, el
dominio N-terminal es el que interactia con el aceptor (Ha et al., 2001). Por lo tanto se
cree que esta naturaleza alcalina del dominio N-terminal podria favorecer la interaccion
con las cargas negativas de la membrana (y por ende con el aceptor). En cambio, la

molécula del azlicar donante interactia exclusivamente con el dominio C-terminal (Grizot

Introduccién

Capitulo 1.

132




Tesis Doctoral Walter Ferrari

et al., 2006). Al co-cristalizar a WaaC junto al donante (ADP-L,D-Hep), se observo que
esta enzima hidrolizaba al nucleétido-azicar, obteniéndose como resultado a WaaC
interaccionando solamente con ADP. Para subsanar este inconveniente, WaaC fue co-
cristalizada con un andlogo no hidrolizable: ADP-2-desoxi-fluoro-heptosa (Dohi, ef al.,

2008). De esta manera se pudo determinar el sitio de union de la GT con el azucar

activado.

Dominio C-terminal

Dominio N-terminal

Figura 47. Estructura de WaaC. a) Diagrama de cintas. b) Superficie molecular electrostética junto a
ADP-2-desoxi-fluoro-heptosa. Adaptado de Grizot et al., 2006
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MATERIALES Y METODOS

Tabla 7. Cepas bacterianas empleadas en este trabajo

Escherichia coli

Caracteristicas Referencia

DH5a recAl, DlacU169, 80d/acZDM15. Cepa hospedadora Coleccion Lab
utilizada en los experimentos de clonado

BL 21 E. coli B F- dcm ompT hsdS(rB — mB)

BL21 (DE3) E. coli B F—dcm ompT hsdS (rB — mB) gal A(DE3). Novagen

Tabla 8. Plasmidos empleados en el presente capitulo

Pliasmido Caracteristicas Referencia

pET28a+ Vector de expresion. Promotor T7lac. Tag de Novagen
Hexabhistidina N o C terminal. Km’

pJF340 Derivado de pET28a+, conteniendo IpsB de S. meliloti.  Esta tegis -
Tag de Hexahistidina N-terminal.
pJF350 Derivado de pET28a+, conteniendo IpcC de R. Esta tesis
leguminosarum. Tag de Hexahistidina N-terminal.
pJF360 Derivado de pET28a+, conteniendo /psB de S. meliloti. Esta tesis
Tag de Hexahistidina C-terminal.
pJF370 Derivado de pET28a+, conteniendo rfaC de M. Loti. Tag Esta tesis é
de Hexahistidina N-terminal. %
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Tabla 9. Oligenucleétidos empleados en este trabajo

Gen Secuencia

Sinorhizobium meliloti (Para el clonado en pET28a+ 6xHis N-terminal)

IpsB  Forw. 5- GGTGGTCATATGGTCGATATCCGCGACGT-3’
Ndel

IpsB  Rev. 5’- CGGGATCCTCAACGCATCAGGCTTTCGTAA-3’
BamH]1

Rhizobium leguminosarum (Para el clonado en pET28a+ 6xHis N-terminal)

IpcC Forw. ’-GGTGGTCATATGCCTGATATCCGTGACGT-3"
Ndel

IpcC  Rev. 5-CGGGATCCTCAGCTGCGATTGTCGCCGAG-3”
BamH]I

Mesorhizobium loti (Para el clonado en pET28a+ 6xHis C-terminal)

rfaC  Forw. 5’-GGGAATTCCATATGAAGGTTCTGATCGTCAA -3°
Ndel

rfaC Rev. >-CGGGATCCCTAAGCCGGCGCCTGCAATT-3
BamHI

II1-2. Programas y servidores utilizados para el modelado de LpsB, LpcC y RfaC

Para obtener los posibles moldes de las glicosiltransferasas, estas fueron alineadas

con secuencias de proteinas conocidas utilizando el servidor HHpred (Homology

detection & structure prediction) (S6ding et al., 2005).

Las estructuras de los moldes so obtuvieron del servidor PDB (Protein Data Bank)

(http://www.rcsb.org).

Los alineamientos se llevaron a cabo con la aplicacion Align X, componente

programa Vector NTI Advance 11.5, Invitrogen.

Para el modelado de las glicosiltransferasas se utiliz6 el programa Modeller 9.11

(Sali & Blundell, 1993).

Los alineamientos multiples se realizaron con el programa MAMMOTH-mult 1.0

(Lupyan et al., 2005).
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Los modelos ab initio se generaron con el servidor I-TASSER (lterative Treading

ASSEmbly Refinement algorithm) (Zhang, 2008).

La visualizaciéon y superposicion de los modelos se realizd con el programa

Walter Ferrari

Chimera 1.9rc (Pettersen et al., 2004).

La determinacion de los puntos isoeléctricos (pI) de los dominios se realizé con

la herramienta Compute pl/Mw (http://web.expasy.org/compute_pi/) (Bjellqvist et al.,

1994.

II1-3. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las diferentes muestras de proteinas fueron analizadas mediante electroforesis en

geles de poliacrilamida a una concentracion de 10%, utilizando una cuba Mini-

PROTEAN® 3, BIO-RAD.

La composicion de los geles fue la siguiente:

Gel de Apilamiento (Stacking):

Acril-Bis 30:08 (30% T 2,67 % C) 0,6 ml

Stacking Buffer*
H20

TEMED {10 %]
APS [10 %]

Gel de Resolucion:

0,625 ml
1,21 ml
0,125 ml
0,05 ml

Acril-Bis 30:08 (30% T 2,67% C) 2, 5ml

4X Gel Buffer**
H>O

TEMED [10 %]
APS [10 %]

*Stacking Buffer (pH 6,8):
Tris HCI
SDS

**4X GEL Buffer (pH 8,8)
Tris HC1

1,875 ml
2,95 ml
0,125 ml
0,05 ml

500 mM
0,4 %

1,5M
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SDS 0,4 %
La electroforesis se llevé a cabo a 90 Voltios (voltaje constante) en el gel de
apilamiento y a 150 Voltios (voltaje constante) en el gel de resolucion hasta que el frente

de corrida alcanzé el borde inferior del gel, aproximadamente durante 60-90 min. La

composicion del buffer de corrida fue la siguiente:

Buffer de corrida 10X

Tris 250 mM
Glicina 1,92 M
SDS 1% (p/v)

pH 8,2-8,4 (no ajustar)
I1I-4. Tincién de geles de proteinas

Al finalizar la corrida electroforética, los geles fueron sumergidos en 100 ml de
solucion de tefiido Azul de Coomassie y dejados en agitacion durante toda la noche. Para
decolorar los geles, los mismos fueron sumergidos en solucién de destefiido y puestos en
agitacién por un periodo de 30 min, pasado este tiempo, la solucién fue remplazada y el

gel puesto en agitacion nuevamente.

La documentacion se llevo a cabo mediante el escaneado de los geles.

Azul de Coomassie

Coomassie Brilliant Blue R250 2g

Etanol 475 ml
H>O 425 ml
Acido Acético Glacial 100 ml

Solucion de desteitido

Etanol 210 mi
H,O 510 ml
Acido Acético Glacial 80 ml
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HI-5. Purificacién de LpsB de S. meliloti, LpcC de R. leguminosarum y RfaC de M.
loti por cromatografia de afinidad utilizando el sistema pET

Para sobreexpresar y purificar estas proteinas, se decidi6 utilizar el sistema pET
(Novagen), ya que existen reportes de niveles optimos de produccion de la proteina LpsB
empleando este sistema (Kanipes et al., 2003). Dicho sistema genera una proteina
recombinante, que se encuentra constituida por la proteina diana unida a un péptido de
seis residuos de histidina (His tag) que tiene la capacidad de unirse a iones de Ni**
inmovilizados en esferas de sefarosa. En esta ocasion se utilizo el plasmido pET28a+ ya
que permite fusionar el péptido 6xHis tanto al extremo N- como C-terminal de la proteina

a purificar. En este caso el péptido 6xHis se fusiond al extremo N-terminal de la proteina.

II1-5.1. Obtencion de los Clones Recombinantes

En este apartado se describe la obtencion del plasmido pJF340 (pET28a-IpsB de
S. meliloti 6xHis N-terminal), ya que los demas constructos se obtuvieron de manera
similar.

La secuencia de ADN codificante para el gen /psB fue amplificada mediante PCR
usando cebadores especificos (Tabla 9); y la ADN polimerasa de alta fidelidad Pfx
Platinum (Invitrogen). Tanto el amplicon como el plasmido pET28a+ fueron digeridos
con las enzimas de restriccion Ndel y BamHI, purificados; y posteriormente ligados. Con
el producto de esta ligacion se transformaron células competentes de E. coli DH5a. Estas
células transformadas fueron sembradas en placas conteniendo medio LB-agar
suplementado con kanamicina. Para determinar los clones portadores del plasmido
recombinante, se procedié a purificar plasmidos de varios clones. Los mencionados
plasmidos fueron separados en geles de agarosa y se compar6 la movilidad electroforética
de los mismos con respecto al plasmido vacio (pET28a+). Aquellos plasmidos que
mostraron una movilidad electroforética disminuida con respecto al vector vacio fueron
digeridos con las enzimas de restriccion Ndel y BamHI. Una vez identificado el plasmido
recombinante, este fue secuenciado y utilizado para transformar células de E. coli BL21

(DE3).

-
w
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II1-5.2. Sobreexpresion heterologa de IpsB, IpcC'y rfaC

Luego de transformadas células de E. coli BL21 (DE3) con el vector recombinante
pJF340, se tom6 una colonia aislada y con ésta se inocularon 20 ml de medio LB
suplementado con kanamicina a una concentracion final de 25 pg/ml y se incubd toda la
noche a 37 °C y 150 rpm. De este pre-cultivo se tomaron 10ml para inocular 500ml de
LB suplementado con kanamicina 25ug/ml que se incub6 a 37 °C y 150 rpm hasta que
el cultivé alcanz6 una DOgoonm=0,6. Una vez alcanzada esta densidad Optica, se agrego el
inductor IPTG a una concentracion final de 0,5 mM y se incub6 a 20 °C con agitacion de
150 rpm durante toda la noche. Pasado el tiempo de induccion, el cultivo fue centrifugado
a 7000 rpm durante 10 minutos a 4 °C y el sobrenadante descartado. El pellet resultante
fue resuspendido en 5 ml de buffer de lisis conteniendo 10 pl de PMSF 0,5%.

Esta suspension fue sonicada durante 7 minutos con amplitud 80 y pulsos de 4
segundos en hielo. El lisado se centrifugé a 10000 rpm durante 15 minutos a 4 °C y el
sobrenadante fue luego ultracentrifugado a 30000 rpm durante 1 hora a 4 °C. El
sobrenadante correspondiente a la fraccion soluble fue separado del pellet de membranas

celulares y ambos se conservaron a -20 °C para su posterior utilizacion.

I11-5.3. Purificaciéon de LpsB, LpcC y RfaC

La purificacion se llevd a cabo utilizando un sistema en batch, para lo cual se
agregaron 200 pl de suspension de resina Ni-NTA (QIAGEN) en un tubo de 1,5 ml. La
resina fue equilibrada agregando 1 ml de buffer de lisis, posteriormente centrifugado y el
sobrenadante descartado. Este lavado se llevé a cabo dos veces. Luego se agregd 1ml del
sobrenadante de la ultracentrifugacioén conteniendo la fraccion soluble (resultante de lo
descripto en el apartado anterior) y se dejo en agitacion durante una hora en hielo.
Posteriormente por medio de un pulso de centrifugacion se sedimento la resina junto a las
proteinas unidas a ella y se lavo 4 veces con 1 ml de buffer de lavado cada vez.

Una vez eliminadas las proteinas unidas inespecificamente a la resina se procedid
a eluir la proteina de fusion mediante tres lavados secuenciales con buffer de elucion (150
ul c/u) conteniendo concentraciones crecientes de imidazol (100mM, 250mM y 500mM).
Para cada concentracion de imidazol se dejo la muestra en agitacion durante una hora en

hielo, luego por centrifugacion se sedimento la resina y se colecto el sobrenadante.
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Una vez obtenidas las distintas fracciones resultantes de las eluciones, las mismas
fueron concentradas empleando una columna Millipore Ultracel -3K 3.000 NMWL
siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente la proteinas fue resuspendida en 50
mM Tris base (pH 7.5).

Posteriormente se cuantifico la concentracién de proteinas utilizando el método
colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976). Ademads, para observar el grado de pureza,

las distintas eluciones fueron separadas por SDS-PAGE.

Buffer de lisis
NaH2PO4 50mM
NaCl 300mM
Imidazol 10mM
Ajustado a pH 8 NaOH
Buffer de lavado
NaHzPo4 50mM
NaCl 300mM
Imidazol 20mM
Ajustado apH 8 NaOH
Buffer de elucion
NaHzPoa 50mM
NaCl 300mM
Imidazol 100-250-500mM
Ajustado a pH 8 NaOH
*Las condiciones de crecimiento para E. coli, amplificacion por PCR y transformacion :';
bacteriana han sido descriptas en el apartado I-3.5. ‘%
>
I11-6. Determinacion de actividad enzimatica in vitro de LpsB g
5
En la reaccidn enzimaética in vitro principalmente intervienen tres componentes, =
el precursor biosintético (o aceptor) presente en el mutante /psB (sobre el cual la enzima %
=
&

=
i
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deposita el residuo de azucar); la glicosiltransferasa en estudio y los sustratos UDP-
['*C]Glc y GDP-[*H]Man.

Como aceptor, se utilizaron precursores biosintéticos de lipopolisacaridos aislados
del mutante IpsB de S. meliloti. Este mutante al carecer de la glicosiltransferasa LpsB es
incapaz de depositar el residuo de Glc sobre el precursor biosintético del LPS, dando
como resultado la interrupcion de la polimerizacion del LPS en S. meliloti (véase apartado
[-18.1). Estos LPS (carentes de core externo y antigeno O) fueron aislados utilizando
polimixina B inmovilizada en agarosa (véase apartado I-11.1.1). Como sustrato se utiliz6
una mezcla en proporcion 1:10 de UDP-['*C]Gle(325uCi/uM):UDP-Glc. Y como fuente
de enzimas, se utilizaron membranas de E. coli BL21 (DE3) sobreexpresando /psB. La
reaccion fue iniciada en el momento del agregado de las membranas y fue incubada a 30
°C durante 1h. Luego la reaccion fue finalizada mediante tres lavados de 1ml de TrisCl
50 mM (pH 7,5).

Finalmente para determinar indirectamente la cantidad de Glc-[**C] unida al
aceptor, el precursor inmovilizado en Polimixina B-agarosa se mezclaron con 3 ml de

liquido de centelleo y la radioactividad fue determinada en un contador de centelleo

Beckman LS 6000.

Mezcla de reaccioén (para 50 pl) adaptada de Kanipes et al. 2003:

H>O bidestilada 8 ul
Triton X100 [10%] 2 ul
MgClz [50mM] 5 pul
TrisCl [500mM] pH7,5 5 ul
Precursor inmovilizado en polimixina 20 pl
UDP-Glc (mezcla 1:10) S5ul
Membranas [9mg/ml] 5ul

Liquido de centelleo (Hamzah et al., 2011):

PPO 0,4g
POPOP 0,04¢
Solucion de tolueno* 100ml

Materiales y Métodos
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*Solucion de tolueno (para 100 ml):

H,O 20ml
Tolueno 40ml
Triton 40ml

I11-6.1. Determinaciéon de Vmaxy Km

Para determinar la velocidad de reaccién se utilizaron diferentes concentraciones
del sustrato UDP-Glc. Dichas concentraciones fueron 0,1; 0,5; 1,2, 4 y 6 mM; y la
concentracion de enzimas fue 0,1 mg/ml de proteinas en membranas. La reaccién se llevd
a cabo a 30 °C durante 1h, por cuadruplicado. Cabe destacar que las reacciones se llevaron
a cabo a concentraciones saturantes de aceptor.

Al tratarse de una reaccion bisustrato, es decir hay un sustrato aceptor y un sustrato
donador, (este ultimo sera nombrado solamente como sustrato) se utiliz6 la ecuacion de

Lineweaber-Burk derivada de la de Michaelis-Menten, la cual corresponde a una recta:

Ecuacion de Michaelis-Menten: V = Vmax (aparente) . [S]
Km + [S]

Ecuacién de Lineweaber-Burk: 1 = K aey . 1L+ 1
Vmax (aparente) Vmax (aparente) [S] Vmax (aparente)

Materiales y Métodos
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RESULTADOS y DISCUSION

II1-7. Anadlisis in silico de glicosiltransferasas involucradas en la biosintesis del core
interno del LPS

Desde el comienzo de esta tesis se describen dos grupos de glicosiltransferasas
que son las encargadas de depositar el primer azucar sobre el precursor Kdo>-lipido IVa
del LPS. Inicialmente creiamos (de manera errénea) que la mayoria de las bacterias Gram
negativas poseian una hexosiltransferasa encargada de adicionar el primer residuo de
hidrato de carbono sobre dicho precursor.

Con el objeto de obtener un panorama evolutivo de estos dos tipos de
glicosiltransferasas, se decidio hacer una bisqueda al azar en bacterias del filum
Proteobacteria, incluyendo a algunas especies bacterianas de las clases a, B, vy y € -
proteobacteria. Para esto se utilizé como referencia al esquema del Arbol de la Vida

Interactivo (Interactive Tree of Life) http://itol.embl.de/ (Cicarelli er al., 2006). Para

agrupar a las distintas especies bacterianas seleccionadas se utiliz6 como criterio la
secuencia del gen rpoB (Case et al., 2007). Dichas secuencias fueron alineadas utilizando
el programa Clustal X y posteriormente el arbol fue visualizado con el programa FigTree.

Con el objeto de conocer si la enzima encargada de glicosilar al precursor Kdo>-
lipido IV es una hexosil- o heptosiltransferasa se realiz6 una blsqueda, utilizando el
programa BlastP (Basic Local Alignment Search Tool Protein), de las enzimas
LpsB/LpcC (lo cual sugiere la presencia de una hexosiltransferasa) y WaaC (lo que indica
la presencia de una heptosiltransferasa) en cada uno de los genomas de las bacterias
seleccionadas. Asimismo se determiné la presencia de la Kdo-transferasa WaaA, esta es
una glicosiltransferasa bifuncional encargada de depositar los dos primeros residuos de
Kdo sobre el lipido A (véase apartado I-1.2); la heptosiltransferasa WaaF que deposita el
residuo de Hepll sobre la Hepl y WaaQ, que se encarga de producir una ramificacion en
el core por adicion de la Hep III sobre la Hepll.

En el dendograma de la Figura 48 se observan a las distintas especies bacterianas
agrupadas principalmente en cuatro clados, los cuales corresponden a a, v, B y &-
proteobacteria. Cabe aclarar que las a-Proteobacterias contienen mas especies ya que se
incluyeron a todas las bacterias pertenecientes al orden Rhizobiales que son objeto de

estudio en esta tesis.
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En cuanto a la presencia (o ausencia) de las glicosiltransferasas involucradas en la
sintesis del LPS, puede observarse que la Kdo-transferasa WaaA se encuentra presente
en todas las bacterias. Con respecto a la heptosiltransferasa WaaC se encuentra presente
en practicamente todas las bacterias, a excepcion de B. japonicum, B. melitensis, R.
leguminosarum, A. tumefaciens y S. meliloti; las cuales poseen las hexosiltransferasas
LpsB o LpcC. Es decir, los rizobios poseen la hexosiltransferasa LpsB/LpcC; excepto M.
loti que presenta la heptosiltransferasa WaaC, también conocida como RfaC.

Extrafiamente puede observarse dentro de las y-Proteobacteria que Vibrio
cholerae y Haemophilus influenzae no poseen WaaC ni LpsB/LpcC; sino que tienen una
heptosiltransferasa llamada OpsX, la cual difiere en la especificidad de sustrato con
respecto a la heptosiltransferasa WaaC, es decir, requiere de un Kdo fosforilado para
depositar el residuo de Hep (Gronow et al., 2005). Proximo a OpsX, pero en orientacion
divergente se encuentra la Kdo-kinasa necesaria para fosforilar al residuo de Kdo.

En cuanto a la heptosiltransferasa Il o WaaF, la cual deposita un segundo residuo
de heptosa en el core interno del LPS, puede observarse que estd presente en todas las
bacterias que posean la heptosiltransferasa I (ya sea WaaC o OpsX). La excepcion la
presenta B. japonicum, ya que ademas de poseer esta segunda heptosiltransferasa WaaF,
presenta la hexosiltransferasa LpcC.

Por otra parte en todas las bacterias de la clase y-Proteobacterias se encuentra
presente la heptosiltransferasa III WaaQ, la que indica que el core de estas bacterias
presenta una ramificacion.

Este diagrama nos da un panorama del tipo de glicosiltransferasas implicadas en
la sintesis del core interno de las Proteobacterias. Contrariamente a lo que creiamos
inicialmente, la mayoria de las bacterias poseen una heptosiltransferasa (ya sea WaaC u
OpsX); y solo un pequefio grupo, que comprende a los rizobios (excepto M. loti) posee

una hexosiltransferasa (LpsB/LpcC).
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Figura 48. Deteccion de hexosil- heptosiltransferasas de la biosintesis del core en Proteobacterias.
WaaC: Heptosiltransferasa I; WaaF: Heptosiltransferasa II; WaaQ: Heptosiltransferasa [11; WaaA: Kdo-
transferasa; LpsB/LpcC: Hexosiltransferasa; OpsX: Heptosiltransferasa 1.

II1-7.1. Analisis de Identidad y Similitud entre glicosiltransferasas

Con el objetivo de encontrar posibles ortélogos de LpsB en los genomas

disponibles, se compard la secuencia de esta enzima contra las bases de datos de genomas

secuenciados existentes utilizando la herramienta BLASTP disponible en el National

Center of Biotechnology Information (NCBI). También se realizd el mismo anélisis para

RfaC de E. coli K12. Estas dos glicosiltransferasas fueron elegidas debido a que LpsB de

S. meliloti posee actividad hexosiltransferasa (Kanipes et al., 2003), en cambio la

actividad de RfaC de E. coli fue descripta como heptosiltransferasa (Gronow et al., 2000).

Con los datos obtenidos se confeccioné la Tabla 10 donde se muestra el grado de similitud

e identidad entre dichas enzimas y sus ort6logos.
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Similitud / Identidad
At Bm  Bh
68/55 52/37 69/52 72/55 N/S
- 58/45 77/67 79/67 76/51 N/S NI/S
- 55/41 56/44 55/40 N/S N/S

- 7763 76/59 N/S N/S

- 81/69 N/S N/S

= N/S N/S

B 56/41 53/39 56/41

- 96/94 91/84

- 90/82

MAFF

Tabla 10. Comparacién de similitud e identidad entre las proteinas en estudio de diferentes especies
de bacterias, tanto simbiéticas como patégenas. Los datos numéricos fueron obtenidos mediante el uso
del algoritmo BLAST y estan expresados en porcentajes (%). Las celdas indicadas con (-) representan el
100%. N/S indica que los valores no son significativos, Referencias: Sm (S. meliloti); Bh (B. henselae);
Bm (B. melitensis); At (A. tumefaciens); Rl (R. leguminosarum); Bj (B. japonicum); K12 (E. coli K12); S
(S. flexneri); MAFF (M. loti MAFF 303099); St (S. ayphimorium).

II1-7.2. Organizacién genémica de la regién que comprende a IpsB/lpcC en distintos
genomas

Con el objeto de establecer una comparacion de la organizacion gendmica de la
region que comprende a IpsB/IpcC en los genomas de las bacterias en estudio se analiz6
la sintenia de la region genoémica que flanquea a dichos genes.

En la Figura 49 se observa que en S. meliloti, R. leguminosarum, A. tumefaciens,
B. melitensis y B. henselae los genes IpsB/lpcC se encuentran precedidos por el regulador
transcripcional gre4. Margaret et al. (2013) reportaron que en S. fredii el gen gred
codifica para un factor de transcripcion que regula positivamente la expresion de IpsB; y
una mutacion en gred produce un LPS de mayor movilidad electroforética. Por su parte
el gen Irp que se cree codifica para otro regulador transcripcional también se encuentra
presente en la vecindad de /psB/ipcC de S. meliloti, R. leguminosarum, A. tumefaciens y
B. melitensis, pero en orientacion contraria a estos. A excepcion de S. meliloti y B.
Jjaponicum, los genes IpcC no se encuentran en proximidad de otras glicosiltransferasas
implicadas en la sintesis del core de lipopolisacaridos.

Este andlisis del contexto gendémico de IpsB/IpcC revela una baja conservacion en

la vecindad de las glicosiltransferasas en estudio.
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Figura 49. Organizacién gen6mica de la regién comprendida entre greA, IpsB/lpcC'y Irp en distintos
genomas. greA: gen que codifica al regulador transcripcional GreA. /psB/lpcC: hexosiltransferasas en
estudio; Irp: gen que codifica para regulador transcripcional LrP. IpsC, IpsD y IpsE: hexosiltransferasas
implicadas en la sintesis del core en S. meliloti. rfaE y rfaF: posibles heptosiltransferasas implicadas en la
sintesis del core en B. japonicum. rfaD heptosa-6-epimerasa. Alineamiento con IMG: the integrated
microbial genomes database and comparative analysis system.

I11-7.3. Organizacion genémica de la region que comprende a rfaC en distintos
genomas.

A diferencia de lo observado en el apartado anterior, en el contexto genémico de
los genes rfaC se encuentran otros genes implicados en la sintesis del LPS. En E. coli, S.
typhimorium, S. flexneri y M. loti; rfaC se encuentra precedido por los genes rfaD y rfaF,
los cuales codifican para una heptosa-epimerasa y una heptosiltransferasa 11
respectivamente. E. coli y S. typhimorium presentan una disposicion similar de los genes
que se encuentran corriente abajo, pero en sentido inverso de rfaC. En S. flexneri se
observa esta conservacion, pero en menor medida. En contraste, M. loti no presenta estos
genes en la vecindad de rfaC, pero se encuentra el gen que codifica para el regulador

gred; también presentes en las hexosiltransferasas descriptas en el apartado anterior.
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Figura 50. Organizacién genémica de la region comprendida por rfaD, rfaF, rfaCy rfal. rfaD: gen
que codifica para una heptosa epimerasa; rfaF y rfaC: codifican para las heptosiltransferasas 11 y 1
respectivamente. rfaL; codifica para la ligasa del antigeno O. waal, rfaZ, rfaY, rfal, rfal, rfaB, rfaS,
rfaP, rfaG, rfaQ y rfaA: enzimas implicadas en la sintesis de lipopolisacaridos. gre4: gen que codifica al
regulador transcripcional GreA. Alineamiento con IMG: the integrated microbial genomes database and
comparative analysis system.

I11-8. Biisqueda de los moldes mas probables para LpsB y LpcC

En primera instancia las secuencias de aminoacidos de LpsB y LpcC fueron
alineadas y comparadas con secuencias de proteinas de estructuras conocidas. Para ello
se utilizo el servidor HHpred (Homology detection & structure prediction) (S6ding et al.,
2005). Como resultado se encontraron varias proteinas con una identidad cercana al 20%.
Se seleccionaron dos glicosiltransferasas como moldes para LpsB y LpcC: PimB y 2JJIM.
La primera es una manosiltransferasa de Corynebacterium glutamicum (Batt et al., 2010)
implicada en la sintesis de fosfatidil-mio-inositol (cédigo PDB Protein Data Bank:
30KP), y la segunda una glicosiltransferasa de Bacillus anthracis, cuya funcion exacta
aun no ha sido descripta (Ruane et al., 2008) (codigo del PDB Protein Data Bank: 2JIM).
Ademas para el modelado de LpsB se adicion6 la presencia del ligando UDP-Glc
proveniente de la estructura de WaaG, una glucosiltransferasa de E. coli, implicada en la
sintesis de LPS (c6digo PDB Protein Data Bank: 2IW1). Para el modelado de LpcC se
agregd el ligando GDP-Man que proviene de MshA, una glicosiltransferasa de
Corynebacterium glutamicum involucrada en la biosintesis de micotioles (cédigo PDB

Protein Data Bank: 3C4Q).
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I11-8.1. Biisqueda de los moldes mas probables para RfaC

Al igual que para LpsB y LpcC, la secuencia de aminoacidos de RfaC fue alineada
y comparada con secuencias de proteinas de estructuras conocidas depositadas en el
servidor HHpred. Se seleccionaron dos heptosiltransferasas: WaaC y WaaF de E. coli.
Ambas enzimas estan involucradas en la sintesis del LPS, la primera cataliza la adicién
de la primera heptosa al precursor Kdos-lipido IV, y WaaF deposita la segunda, sobre la
heptosa depositada por WaaC (Raetz & Whitfield, 2002). WaaC presenta 40% de
identidad con RfaC y E-value 5¢%; y WaaF 19% de identidad y E-value 2.7¢™.

I11-9. Alineamientos de secuencias de glicosiltransferasas

Para analizar el grado de conservacion a nivel de secuencia de aminoacidos entre
las glicosiltransferasas en estudio se llevaron a cabo alineamientos multiples de sus
secuencias aminoacidicas. Como resultado de dichos alineamientos se desprenden dos
grupos de glicosiltransferasas, las hexosiltransferasas y heptosiltransferasas. El primero
agrupa a LpsB de S. meliloti y LpcC de R. leguminosarum; y el segundo a RfaC de M.

loti (Figura 51 y 52 respectivamente).
111-9.1. Alineamientos de Hexosiltransferasas

Para determinar los residuos aminoacidicos que podrian estar formando parte del
sitio activo de LpsB de S. meliloti y LpcC de R. leguminosarum, se alinearon las
secuencias de las hexosiltransferasas que fueron utilizadas como moldes para obtener los
modelos tridimensionales (véase apartado III-8). Dichos moldes fueron 2JJM de Bacillus
anthracis, PimB, PimA y MshA de Corynebacterium glutamicum y WaaG de E. coli. Las
estructuras tridimensionales de estas glicosiltransferasas fueron determinadas por
cristalografia y difraccién de rayos X. Ademas en PimB, PimA, MshA y WaaG fueron
descriptos los residuos que forman parte del sitio catalitico (Ruane et al., 2008; Vetting
et al., 2008; Batt et al., 2010).

Al analizar el alineamiento de los moldes, (Figura 51) puede observarse que en
todas las hexosiltransferasas, la mayoria de los residuos que interactuan con sus

respectivos ligandos y que estan formando parte del sitio activo (residuos resaltados con
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asteriscos) se encuentran conservados. Estos son: Gly entre las posiciones 20-30, Lys
entre las posiciones 230-240, un cluster formado por Glu, Ser, Phe, Gly, Ile/Leu y Val
entre las posiciones 320-330, y Glu entre los residuos 330 y 340.

MshA (1) 4n. Ad)

{137) 137

WaaG (239) F3¥ 0 -
Msha (272) 0V

Figura 51. Alineamiento miltiple de secuencias de aminodcidos de hexosiltransferasas utilizadas como moldes para
determinar la posible estructura de LpsB y LpcC. 2JJM: Glicosiltransferasa con funcion desconocida de Bacillus anthracis.
PimB y PimA: Manosiltransferasas de C. glutamicum. WaaG: Glucosiltransferasa de E. coli. MshA: Glicosiltransferasa de
C. glutamicum. Los asteriscos (*) representan los residuos que forman el sitio activo. Los Alineamientos se llevaron a cabo
con la aplicacién Align X, componente programa Vector NTI Advance 11.5, Invitrogen.

Por otra parte se alinearon las secuencias LpsB de S. meliloti y LpcC de R.
leguminosarum, A. tumefaciens, B. japonicum, B. melitensis y B. henselae, y se observo

la presencia de varios bloques altamente conservados (Figura 52).
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Figura 52. Alineamiento miiltiple de secuencias de aminodcidos de hexosiltransferasas involucradas en la sintesis del
core del LPS. Sm: LpsB de S. meliloti; Rl: LpcC de R. leguminosarum; At: LpcC de A. tumefaciens; Bj: LpcC de B.
Jjaponicum, Bm: LpcC de B. melitensis, Bh: LpcC de B. henselae.
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Para determinar si dichos bloques conservados se corresponden con los residuos
cataliticos presentes en las glicosiltransferasas con estructura resuelta se generé una
secuencia consenso a partir del alineamiento mostrado en la Figura 52, el cual fue
comparado con las secuencias de 2JJM, PimB, PimA, MshA WaaG (Figura 53).

(U'

1137y 137

n '-)'J « ki1
THEEPN AL B EEL - - - R el . .
P~ . .T o PPI ! r-
; ¥ -’l ------- mr
¥
- - l : l ' ----- (H
ERES ! Teord n e ST
0 20 .
Consenso  (93) . + - i: + - [ i
213M{120) »TL 1T »:. K 4 ’ T T n B ¥ f y
ma (116) r » »r 5 38 T - ' - ]
n‘:uzg ¥ 8 - ' sz Azl fa - .
WaaG (11 e ‘.' i i BF PR T e i i -
MshA (137 Ay eRT T : i ] L - [l
() m
Consenso (198)
zm(m)r
P\'M(ZJ!) ' n
aaG; (219) -
m(Z?Z) C L ]

(409) 408

Consenso (315)
a9 ¢ E!

Py (373) 1.4
PUmA (357) 12
WaoG (366) T 1
MshA (399)

zx CCRET H....

Figura 53. Alineamiento miiltiple de la secuencia consenso de aminodcidos de hexosiltransferasas de Rhizobiales
comparada con las secuencias utilizadas como moldes para determinar la estructura de LpsB y LpcC. Consenso:
Secuencia consenso producto del alineamiento de hexosiltransferasas de rizobios. 2JJM: Glicosiltransferasa con funcion
desconocida de Bacillus anthracis. PimB y PimA: Manosiltransferasas de C. glutamicum. WaaG: Glucosiltransferasa de E.
coli. MshA: Glicosiltransferasa de C. glutamicum.

En la Figura 53 se puede observar que la mayoria de los residuos que conforman
el sitio catalitico descripto en las glicosiltransferasas cuya estructura ha sido resuelta,
también se mantienen conservados en las hexosiltransferasas implicadas en la sintesis de
LPS de rizobios. Este resultado permite inferir que dichos residuos también conformarian
el sitio activo de las hexosiltransferasas de los rizobios. Estos residuos son Gly entre las
posiciones 20-30, Lys entre 230-240, un cluster formado por Glu, Gly, Phe, Gly y Leu
entre las posiciones 320-330 y Glu entre 330-340.

En la Tabla 11 se resumen los residuos que forman los sitios activos de las
hexosiltransferasas moldes y su interaccion las distintas subunidades del ligando

(Nucleotido-Azicar).
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PimB Interactiua PimA Interactia WaaG Interactua MshA Interactia
Gly 16 Fosfato Gly 15 Fosfato Gly 16  Fosfato/Uracilo
Lys 211 Fosfato Lys 202 Fosfato Lys 209 Fosfato Lys 236 Fosfato

Glu 290 Man Glu 274 Man Glu 316 GlcN
Gly 291 Man Ser 278 Man Ala 282 Gle Ser 317 GlcN
Leu 292 Man Phe 276 Man Ala 283 Glc Phe 318 GlcN

e 294 Man Ile 278 Man Gly 284 Gic Gly 319 -GleN
Ile 285 Fosfato Leu 320 Fosfato

Giu 298 Rib Glu 282 Rib Gilu 289 Rib Gln 234 Rib

Tabla 11. Aminodcidos del sitio activo de hexosiltransferasas con estructura resuelta y la interaccion con sus
correspondientes ligandos. PimB y PimA: Manosiltransferasas de C. glutamicum. WaaG: Glucosiltransferasa de E.
coli. MshA: Glicosiltransferasa de C. gluramicum. Resumen de Batt ef al., 2010; Guerin et al., 2007; Ruane et al., 2008;
Vetting et al., 2008.

Por lo observado en alineamiento de la Figura 53 y la Tabla 11, se pueden inferir
los posibles residuos del sitio activo de LpsB y LpcC y sus posibles interacciones con sus
respectivos ligandos. Esto nos lleva a suponer que la Gly (20-30) y la Lys (230-240)
interaccionarian con algunos de los grupos fosfatos del ligando. Por otra parte, el cluster
(320-330) estaria interactuando con el azicar (ya sea Man o Glc); y por ultimo el Glu
(330-340) interaccionaria con la ribosa del ligando.

Como se muestra en la Tabla 11, el residuo de Gly que en LpsB y LpcC ocupan
la posicion 20; y el residuo de Lys 180 en LpsB y Lys 179 en LpcC, estarian interactuando
con el fosfato distal del nucledtido-azicar. Esta interaccion del ligando con residuos
basicos estabilizan al sustrato dentro del bolsillo de union de la proteina. El residuo de
Lys junto a otros residuos podria estar neutralizando la carga negativa de los grupos
fosfato. Una mutacién en la Lys 211 de la glicosiltransferasa PimB de M. tuberculosis,
causa una disminucion en la actividad de la enzima (Buschiazzo et al., 2004; Guerin et
al., 2007; Batt et al., 2010).

El motivo comprendido entre el Glu 257 y el Glu 265 en LpsB y entre el Glu 256
y €l Glu 264 en LpcC es denominado motivo EX7E. Se ha sugerido que este motivo es
caracteristico de las glicosiltransferasas con mecanismo catalitico por retencion (véase
apartado III-1.1 (Kapitonov & Yu, 1999; Kostova et al., 2003). Se ha reportado que en la

manosiltransferasa WbdA de E. coli, una mutacion puntual en el primer residuo de Glu,
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provoca la pérdida de la actividad enzimatica, en cambio una mutacién puntual en el
segundo Glu no resulta en cambios significativos en la actividad de la enzima (Greenfield

et al., 2012). En concordancia con lo anteriormente mencionado, la manosiltransferasa
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AceA de Acetobacter xylinum también posee el dominio EX7E. Una mutacién en el
primer residuo Glu del mencionado dominio, produce una marcada disminucién de la
actividad enzimatica, tanto in vifro como in vivo. A su vez una mutacion en el segundo
residuo de Glu produce una leve disminucion en la actividad de la enzima (Abdian et al.,

2000).

I11-9.2. Alineamientos de Heptosiltransferasas

Para el caso de las heptosiltransferasas se pretende generar un modelo
tridimensional y predecir los posibles residuos del sitio activo de la heptosiltransferasa
RfaC de M. loti.

Las dos proteinas utilizadas como molde fueron WaaC y WaaF de E. coli, y
solamente en la primera se describieron los residuos del sitio activo y su interaccion con
el ligando (en este caso es ADP-2F-Heptosa) (Grizot et al., 2006).

En esta ocasion al tratarse solamente de dos moldes y una sola glicosiltransferasa

a ser analizada, se alinearon las tres secuencias de manera conjunta (Figura 54).
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Figura 54. Alineamiento multiple de secuencias de aminoscidos de heptosiltransferasas de estructura resuelta y RfaC
de M. loti. RFAC_MAFF: RfaC de M. loti; WaaC: WaaC de E. coli; WaaF: WaaF de E. coli. Los asteriscos (*) representan
a los residuos que forman el sitio activo en una de las proteinas utilizadas como molde. Residos recuadrados: residuos que

posiblemente formen parte del sitio activo de RfaC.

Al igual que en la Figura 51, se sefialan con asteriscos los residuos que componen
el sitio activo de WaaC de E. coli. Luego de alinear estas tres secuencias, se puede
observar que varios residuos se mantienen conservados, incluso algunos de los que
forman parte del sitio activo de WaaC. En vista de los resultados es posible suponer que
estos residuos también formarian parte del sitio activo de RfaC de M. loti. En la Tabla 12
se muestran los aminoacidos de WaaC y las subunidades del ligando con las que

interaccionan.
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WaaC Interactia:

Thr 187 Fosfato
Lys 192 Fosfato
Glu 222 Rib
Leu 244 Adenina
Asp 261 Hep
Thr 262 Fosfato
Gly 263 Fosfato
Leun 264 Adenina
His 266 Hep

Tabla 12. Aminoacidos del sitio activo de la heptosiltransferasa WaaC y la interaccioén con las subunidades

de su ligando. WaaC: WaaC de E. coli. Resumen de Grizot et al. (2006).

En base a los resultados del anterior alineamiento y a lo descripto por Grizot ef al.
(2006) se podria inferir las posibles interacciones de los residuos de RfaC con su
respectivo ligando (se asume que se trataria de ADP-Heptosa). La adenina heterociclica
posiblemente se ubique en un bolsillo hidrofobico formado por pequefios residuos
hidrofébicos tales como Leu 242, Leu 262 e Ile 245. Por su parte la ribosa podria estar
interactuando con el Glu 220. Este residuo de Glu esta presente en la mayoria de las GT-
B, y se cree que es crucial para unir especificamente a la ribosa. Por ejemplo, las
glicosiltransferasas GtfA y GtfD, que se unen a TDP- desoxirribosa, no poseen este
residuo glutamato (Mulichak ef al., 2003; Mulichak et al., 2004). En cuanto a los grupos
fosfato, la Thr 185 y la Thr 260 estarian interactuando con el o fosfato y la Gly 261 con
el P fosfato. En algunas heptosiltransferasas como WaaC, WaaF y Waa(Q) se encuentra un
motivo estrictamente conservado [D(S/T)(G/A)XXH] el cual comprende en RfaC de M.
loti los residuos Asp 259, Thr 260, Gly 261 e His 264 que interactian con la heptosa,
(Mamat et al., 2011).

HI-10. Modelado de LpsB

Como se cité anteriormente, a partir de las busquedas en las bases de datos se
encontraron varias proteinas que podrian ser utilizadas como molde. Si bien todas
presentaban bajos porcentajes de identidad, se seleccionaron a PimB y 2JJM, la primera
presenta 22% de identidad y E-value 5¢7%; y la segunda, 20% de identidad y E-value 2.4¢”
8 A partir de los alineamientos producidos por HHpred se generaron dos modelos

independientes para LpsB, uno utilizando como molde a la glicosiltransferasa PimB y
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otro a 2JJM (Figura 55). Dichos modelos se realizaron utilizando el programa Modeller
9.14 (Sali &Blundell, 1993) y fueron visualizados con el programa Chimera 1.6.2
(Pettersen et al., 2004).

Dominio C-terminai Dominio C-terminal

Dominio N-termiat - Dominio N-termial

Figura 55. Modelado por homologia de LpsB. a- Modelo de LpsB utilizando como molde PimB. b-
Modelo de LpsB utilizando como molde 2JJM.

En la Figura 55 puede observarse que los dos modelos generados de LpsB, poseen,
al igual que las glicosiltransferasas de la familia B (GT-B), los dos dominios (N- y C-
terminal) separados por una gran hendidura. Ambos modelos fueron evaluados con el
servidor ModEval (Model Evaluation Server Results), obteniéndose valores RMSD (Root
Mean Square Deviation) de 4.898A para el modelo donde se utilizé como molde a PimB,
y 3.771 A para el modelo que utilizo a 2JJM.

Posteriormente, los dos modelos obtenidos fueron utilizados para realizar un
alineamiento multiple, para ello se utiliz6 el programa MAMMOTH-mult 1.0 (Lupyan et
al., 2005). En base a este alineamiento multiple se modeld LpsB utilizando nuevamente
el programa Modeller 9.11. Ademas se adicioné como ligando una molécula de UDP-Glc

proveniente de la glicosiltransferasa WaaG de E coli Figura 56.
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Dominio C-terminal (W,

Dominio N-terminal \J—/

Figura 56. Modelado por homologia de LpsB. Posible estructura de LpsB utilizando como molde PimB
y 2JIM. Ligando UDP-Glc de WaaG.

En la Figura 56 puede observarse la posible localizacion del ligando UDP-GIC.
Dicho ligando se ubica en la hendidura que separa a los dominios N- y C-terminal. Este
modelo fue evaluado con el servidor ModEval, obteniéndose un valor RMSD de 5,95. Si
bien este valor sugiere que el modelo presenta errores, nos da una pauta de su estructura
aproximada, como también la posible ubicacion del sitio activo.

Ademaés como lo muestra la Figura 57 los residuos que posiblemente estén
formando el sitio activo se ubican principalmente en el dominio C-terminal y proximo a
la hendidura. En dicha figura se han sefialado dichos residuos del sitio catalitico de LpsB

(véase apartado III. 9.1).
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Figura 57. Vista parcial de la regién que posiblemente pertenezca al sitio catalitico de LpsB. Se
destacan los residuos conservados y UDP-Gic. Gly 20y Lys 180 se encuentran proximos al fosfato distal,
Glu 257, Gly 258, Phe 259 y Gly 260 posiblemente interactuen con la Glucosa del UDP-Glc. Leu 261 y
Glu 265 estarian interaccionando con elfosfato proximal y la Rib respectivamente

I11-10.1. Generacién de modelo ab initio de LpsB

Frente al inconveniente de poseer moldes con baja identidad para los modelados
anteriores, también se genero la estructura de LpsB utilizando modelado ab initio. Para
ello se utilizd el servidor I-TASSER (lterative Treading ASSEmbly Refinement
algorithm) (Zhang, 2008). El mejor modelo generado posee un valor RMSD 5,7 y un C-
score 0,38 (los valores de C-score se encuentran en el rango [-5 a 2]).

Al superponer la estructura generada con el programa Modeller donde se utilizo
como molde a PimB y 2JJM, con la generada ab initio; se puede observar que ambas
estructuras son muy similares, principalmente en el dominio C-terminal. En las
glicosiltransferasas de la familia B, el dominio C-terminal se encuentra mas conservado,
ya que en la mayoria de los casos es en este dominio donde se une el nucledtido-azicar
(Figura 58).

Como ocurre con glicosiltransferasas que actiian sobre aceptores unidos a las
membranas plasmaticas (PimA, MurG, WaaC), existe una disimetria de cargas entre su
dominio N- y C-terminal. Al analizar la secuencia de LpsB con la herramienta Compute
pl/Mw tool (http://web.expasy.org/compute_pi/) (Bjellqvist et al., 1994), se encontrd que
LpsB también posee dicha disimetria de cargas con un punto isoeléctrico teérico en el
dominio N- terminal de 11,71 (aa 1-138), y un pl de 5,46 en el dominio C-terminal (152-
351). La naturaleza alcalina del dominio N-terminal podria favorecer la interacciéon con
las cargas negativas de la membrana en el momento de la catalisis (Guerin et al., 2007;

Haet al., 2001; Grizot et al., 2006).

o Capitulo 1ll.  Resultados y Discusion
~



Tesis Doctoral Walter Ferrari

Dominio C-terminal Dominio C-terminal

Dominio N-terminal Dominio N-terminal

Figura 58. Superposicién de dos modelos de LpsB. Azul: modelo generado con Modeller utilizando
como molde 30KP y 2JJM. Bronce: modelo generado ab initio.

II1-11. Modelado de LpcC

Al igual que con LpsB, luego del alineamiento con HHpred, también se
seleccionaron como moldes a las glicosiltransferasas PimB y 2JJM, ambas presentaron
una identidad del 19% y el valor de E-value fue 6.1¢33 y E-value 2.4e™* respectivamente.
A diferencia de lo obtenido con LpsB, en este caso la identidad de los respectivos moldes
€s aun menor.

A partir de los alineamientos producidos por HHpred, se generaron dos modelos
independientes para LpcC, uno utilizando como molde a la glicosiltransferasa PimB y
otro a 2JJM. Ambos modelos, al igual que con LpsB se realizaron utilizando el programa
Modeller 9.14 y visualizados con Chimera 1.6.2.

En la figura Figura 59 puede observarse que los dos modelos generados de LpcC,
similar a lo obtenido para LpsB y las glicosiltransferasas de la familia B (GT-B), poseen
los dominios N- y C-terminal separados por una hendidura. Ambos modelos fueron
evaluados con el servidor ModEval (Model Evaluation Server Results), obteniéndose
valores RMSD (Root Mean Square Deviation) de 7.959 A para el modelo donde se utilizé

como molde a PimB, y 6.750 A para el modelo que utilizé a 2JJM. Estos valores nos
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indican que los modelos son menos confiables que los obtenidos para LpsB, lo cual

posiblemente se deba a la menor identidad entre LpcC y los moldes utilizados.

Dominio C-terminal Dominio C-terminal
d
Dominio N-terminal Dominio N-terminal

Figura 59. Modelado por homologia de LpcC. a- Modelo de LpcC utilizando como molde PimB. b-
Modelo de LpsB utilizando como molde 2JJM.

Posteriormente, los dos modelos obtenidos fueron utilizados para realizar un
alineamiento miltiple, utilizando el programa MAMMOTH-mult 1.0 (Lupyan et al.,
2005). En base a este alineamiento se modeld LpcC utilizando nuevamente el programa
Modeller 9.11, y como molde a PimB y 2JJM. Ademas se adicion6é como ligando una
molécula de GDP proveniente de la glicosiltransferasa PimA de Mycobacterium
smegmatis.

Al igual que para el modelo de LpsB, en la Figura 60 se observa la posible

localizacion del ligando GDP, el cual se ubica en la hendidura que separa entre si a los

dominios N- y C-terminal.
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Dominio C-terminal

Dominio N-terminal

Figura 60. Modelado por homologia de LpcC. Posible estructura de LpcC utilizando como molde PimB
y 2JJM. Ligando GDP de PimA.

En la Figura 61 se sefialaron los residuos que segin lo predicho en el apartado III.
9.2 se consideran que podrian estar formando parte del sitio activo de LpcC.

Aunque el modelo obtenido no presenta alta confiabilidad, nos da una pauta de la
estructura aproximada de LpcC, ademas de la posible localizacion y composicion del sitio

activo.

Figura 61. Vista parcial de la regién que posiblemente pertenezca al sitio catalitico de LpcC. Se
destacan los residuos conservades y GDP. Gly 20 se encuentran proximos al fosfato distal, de la misma
manera se espera que la Lys 179 interactue con dicho fosfato, pero en este modelo no se encuentran
proximos entre si. Glu 256, Gly 257, Phe 258 y Gly 259 posiblemente interactuen con la Manosa del GDP-
Man. Leu 260 y Glu 264 estarian interaccionando con elfosfato proximal y la Rib respectivamente

Resultados y Discusion

Capitulo i1,



Tesis Doctoral Walter Ferrari

II1-11.1. Generaciéon de modelo ab initio de LpcC

Frente al inconveniente de poseer moldes con baja identidad para los modelados
anteriores, también se genero la estructura de LpcC utilizando modelado ab initio. Para
ello se utiliz6 el servidor I-TASSER (lterative Treading ASSEmbly Refinement
algorithm) (Zhang, 2008). El mejor modelo generado posee un valor RMSD 5,6 y un C-
score 0.44 (los valores de C-score se encuentran en el rango [-5 a 2]).

Al superponer la estructura generada con el programa Modeller donde se utilizo
como molde a PimB y 2JJM, con la generada ab initio; se puede observar que ambas
estructuras son muy similares, principalmente en el dominio C-terminal. En las
glicosiltransferasas de la familia B, el dominio C-terminal se encuentra mas conservado,

ya que en la mayoria de los casos es en este dominio donde se une el nucledtido-azucar.

Dominio C-terminal Dominio C-terminal

Dominio N-terminal Dominio N-terminal

Figura 62. Superposicién de dos modelos de LpcC. Azul: modelo generado con Modeller utilizando
como molde 30KP y 2JJM. Bronce: modelo generado ab initio.

Al igual que lo encontrado para LpsB, cuando se analiz6 la secuencia de LpcC
con la herramienta Compute pI/Mw tool (Bjellqvist et al., 1994), se encontré que esta
enzima también posee dicha disimetria de cargas. Presentando un punto isoeléctrico
tedrico en el dominio N- terminal de 11,96 (aa 1-123), y un pl de 5,96 en el dominio C-

terminal (168-353). Como se discuti6 en el apartado III-1. 3 la naturaleza alcalina del
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dominio N-terminal podria favorecer la interaccion con las cargas negativas de la

membrana en el momento de la glicosilacién.
II1-12. Modelado de RfaC

Al igual que para LpsB y LpcC, la secuencia de aminoacidos de RfaC fue alineada
y comparada con secuencias de proteinas de estructuras conocidas en el servidor HHpred.
Se seleccionaron dos heptosiltransferasas: WaaC y WaaF de E. coli. Ambas enzimas estan
involucradas en la sintesis del LPS, la primera cataliza la adicion de la primera heptosa al
precursor Kdoz-lipido IVa, y WaaF deposita la segunda, sobre la heptosa depositada por
WaaC (Raetz & Whitfield, 2002). WaaC presenta 40% de identidad y E-value 5¢™°, y
WaaF 19% de identidad y E-value 2.7¢™6. Para el modelado y visualizacién también se

utilizaron los programas Modeller 9.14 y Chimera 1.6.2 respectivamente.

Dominio C-terminal Dominio C-terminal

Dominio N-terminal Dominio N-terminal

Figura 63. Modelado por homologia de RfaC. Posible estructura de RfaC utilizando como moldes WaaC
y WaaF. Ligando ADP-2F-Heptosa de WaaC.

En la Figura 63 se observa que el modelo generado de RfaC, igual a lo encontrado
para LpsB, LpcC, y las glicosiltransferasas de la familia B (GT-B); poseen los dos
dominios (N- y C- terminal) separados por una hendidura. Ademas, los residuos que

posiblemente estén formando el sitio activo se ubican principalmente en el dominio C-
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terminal y préximo a dicha hendidura. Este modelo también fue evaluado con el servidor
ModEval, obteniéndose el valor RMSD de 4,378A.
En la Figura 64 se sefialan los residuos que segin lo predicho en el apartado III-

9.2, se consideran podrian estar formando parte del sitio activo de RfaC.

Figura 64. Vista parcial de Ia regi6én que pesiblemente conforme el sitio catalitico de RfaC. Se
destacan los residuos conservados y ADP-Hep. Leu 242 y Leu 262 estarian formando parte de un bolsillo
hidrofébico donde se ubicaria la adenina heterociclica. Glu 220 interactua con la ribosa. Las Thr 185 y 260
posiblemente interaccionen con el fosfato a, y la Gly 261 con el fosfato B. Por otra parte los residuos Asp
259, Thr 260, Gly 261 ¢ His 264 forman parte de el motivo [D(S/T)G/A)XXH] que interactia con la Hep.

1I1-12.1. Generacion de modelo ab initio de RfaC

A diferencia de los modelos generados para LpsB y LpcC, en este caso el molde
WaaC presenta una identidad del 40 % con RfaC, esto hace suponer que el modelo
generado sera mas confiable. De igual manera se genero la estructura de RfaC utilizando
modelado ab initio. Para ello se también utilizo el servidor I-TASSER. El mejor modelo
generado posee un valor RMSD 2,9 y un C-score 1,72 (los valores de C-score se
encuentran en el rango [-5 a 2}).

Al superponer la estructura generada con Modeller donde se utiliz6 como molde
a WaaC y WaaF, con la generada ab initio; se observa que ambas estructuras son muy
similares.

Al analizar la secuencia de RfaC con la herramienta Compute pI/Mw tool
(Bjellgvist ez al., 1994), también se encontr6 que esta heptosiltransferasa posee disimetria
de cargas. Presentando un punto isoeléctrico teorico en el dominio N- terminal de 10,00
(aa 1-151), y un pl de 6,07 en el dominio C-terminal (178-324). Y como se discutié para
LpsB y LpcC, la naturaleza alcalina del dominio N-terminal podria favorecer la

interaccion con las cargas negativas de la membrana en el momento de la catalisis.
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Dominio C-terminal Dominio C-terminal

Dominio Nterminal Dominio Nterminal

Figura 65. Superposicion de dos modelos de RfaC. Azul: modelo generado con Modeller utilizando
como molde WaaC y WaaF. Bronce: modelo generado ab initio.

I11-13. Sobreexpresion de lpsB, IpcC'y rfaC

Para cumplimentar con el objetivo correspondiente a la caracterizacion funcional
de glicosiltransferasas involucradas en la sintesis del core de lipopolisacaridos, es
necesario determinar ir vitro las actividades enzimaticas de estas proteinas. Para lo cual
resulta indispensable obtener estas glicosiltransferasas purificadas y en cantidades

considerables.

A continuacion se describe la sobreexpresion y purificacion de estas enzimas.
1I1-13.1. Clonado y sobreexpresion de IpsB, [pcC'y rfaC utilizando el sistema pET

En un primer intento no fue posible purificar a LpsB ni a LpcC utilizando el
sistema IMPACT™-CN. Por consiguiente se decidié utilizar el sistema pET, ya que
existen reportes exitosos de sobreexpresion de genes que participan en la biosintesis de
lipopolisacaridos utilizando dicho sistema (Leipold et al., 2007; Grizot et al., 2006;
Yethon & Whitfield, 2001).
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I11-13.1.1. Clonado de /psB en el vector de expresion pET28a+

Las secuencias de ADN codificante para IpsB, IpcC y rfaC de S. meliloti, R.
leguminosarum y M. loti, respectivamente, fueron clonadas en el plasmido de
sobreexpresion pET28a+. La expresion de dicho vector en células de E. coli, y frente ala
induccion por IPTG, produce una proteina quimérica. Esta proteina recombinante
corresponde a la proteina diana que lleva unida en su extremo N-terminal un péptido de
seis residuos de Histidinas (His-fag). Los sitios de clonados para los tres genes fueron
BamHI y Ndel. Dicho clonado fue corroborado por digestién con enzimas de restriccion
y posteriormente por secuenciacion. A continuacion se describe la obtencion del plasmido
pJEF340 (pET28a-IpsB de S. meliloti). De igual manera se obtuvieron los vectores pJF350,
y pJF370 correspondientes a pET28a-IpcC de R. leguminosarum y pET28a-rfaC de M.
loti respectivamente. Inicialmente un fragmento de ADN conteniendo la secuencia del
gen [psB de S. meliloti fue amplificado por PCR y posteriormente digerido con las
enzimas de restriccion BamHI y Ndel, al igual que el plasmido pET28+.

Los productos resultantes de la digestion del plasmido y del producto de PCR
fueron ligados y la mezcla resultante se utilizd para transformar células competentes de
E. coli DH5a. Posteriormente estas células fueron sembradas en placas conteniendo LB-
agar en presencia de kanamicina. Las colonias resultantes fueron examinadas para
determinar la presencia del plasmido recombinante. Para ello se purificaron plasmidos de
dichas colonias y fueron analizados mediante electroforesis en geles de agarosa. De este
modo se seleccionaron aquellos plasmidos que presentaron menor movilidad
electroforética en comparacion al vector vacio pET28a+. En la Figura 66 puede
observarse que los plasmidos con menor movilidad fueron los pertenecientes a las calles

3y l4.
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Figura 66. Electroforesis en geles de agarosa donde se muestra la movilidad de los posibles plasmidos
recombinantes. 1: pET28a+ (vacio); 2-17: Plasmidos pET281+ que posiblemente contengan el gen IpsB.

Una vez identificados los plasmidos con menor movilidad, los mismos fueron
digeridos con las mismas enzimas de restriccién BamHI y Ndel y los productos resultantes

analizados mediante electroforesis en geles de agarosa.

1 2 3 4

pET 28a+ — 5322 pb

Ips8 — 1073 pb

Figura 67. Anilisis de restriccion (BamHI y Ndel,) de los vectores con menor movilidad mostrados
en la Figura 66. 1: pET28a+ linealizado; 2 y 3: plasmidos pertenecientes a las calles 3 y 14 de la Figura
66; 4: IpsB amplificado por PCR.

Luego de corroborado el clonado del gen /psB en el plasmido pET28a+, tanto por
digestion como por secuenciacion; el plasmido recombinante fue introducido en células

de E. coli BL21 (DE3) mediante transformacion.
111-13.1.2. Sobreexpresion de /psB utilizando el sistema pET

En primera instancia se probaron dos condiciones diferentes de induccion, la

primera fue a 20 °C durante toda la noche y la segunda a 30 °C, durante 3 h. Como puede
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observarse en la Figura 68, en la condicion de menor temperatura pero de mayor tiempo
de induccion se obtuvo una mayor sobreexpresion (comparacion entre las calles 2 y 3).

Luego de establecidas las condiciones de sobreexpresion, el siguiente paso fue
determinar la solubilidad de la proteina de fusion. Para ello una alicuota del clarificado
del producto de la ultracentrifugacién fue analizada mediante SDS PAGE. En las calles
5 y 6 (comparando con la calle 4) de la Figura 68 se puede observar que una gran cantidad
de la proteina recombinante se encuentra soluble.

Para determinar la proporciéon de la proteina quimérica en forma soluble con
respecto a aquella que podria estar asociada a membrana; la fraccion correspondiente al
pellet obtenido por ultracentrifugacion fue tratada con una solucién de Triton X-100 a
una concentracion final de 2% (v/v) durante una hora en agitacion, y vuelto a
ultracentrifugar. Una fraccion de este sobrenadante fue analizada por SDSPAGE, y como
se observa en las calles 8 y 9 de la Figura 68, las cantidades resolubilizadas son
relativamente bajas en comparacion con la fraccion soluble (calles 5 y 6). Esto nos

permite inferir que la mayoria de la proteina recombinante se encuentra soluble.

Figura 68. Determinacion de solubilidad de 6XHis-LpsB: 1 Células sin inducir (células enteras); 2
Células inducidas a 20 °C toda la noche (células enteras); 3 Células inducidas a 30 °C durante 3 horas
(células enteras); 4 Clarificado post ultracentrifugacion (fraccion citoplasmatica) sin inducir; 5 Clarificado
post ultracentrifugacioén (fraccion citoplasmatica) inducido a 20 °C; 6 Clarificado post ultracentrifugacion
(fraccion citoplasmatica) inducido a 30 °C; 7 Solubilizado de membranas (sobrenadante) sin inducir; 8
Solubilizado de membranas (sobrenadante) inducido a 20 °C; 9 Solubilizado de membranas (sobrenadante)

inducido a 30 °C.
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I11-13.2 Purificacién de LpsB por cromatografia de afinidad

Como se mostré en la Figura 68 la fusion 6XHis-LpsB se encuentra soluble en
cantidades considerables. El siguiente paso fue la purificacion de la misma. Para ello se
utilizé una resina de niquel retenido en 4cido nitrilotriacético (Ni-NTA). Como se
describié anteriormente, la proteina LpsB tiene unido en su extremo N-terminal un
hexapéptido de histidinas. Al pasar la muestra (clarificado) a través de una columna
cargada con microesferas de agarosa que estan recubiertas por Ni-NTA; estas proteinas
recombinantes quedan fuertemente unidas a dicha resina. Por su parte, las proteinas
unidas de manera inespecifica son eliminadas luego de sucesivos lavados; manteniéndose
unida (no covalentemente) a la matriz de la resina solamente la proteina que posee
fusionado el hexapéptido de histidina. Para liberar a la proteina de interés de la resina
pueden seguirse dos procedimientos distintos, uno de ellos consiste en clivado por uso de
proteasas (la proteina recombinante posee un sitio de reconocimiento de proteasa entre el
hexapéptido y la proteina diana) que dara como resultado la liberacion de la proteina sin
el hexapéptido de histidina. El otro método consiste en eluir la fusion por el agregado de
altas concentraciones de imidazol (el grupo funcional de la histidina es un anillo
imidazol). En este tltimo método, si bien la proteina diana sigue unida al hexapéptido de
histidina, dicho péptido produce poca o ninguna interferencia en la funciéon normal de la
proteina purificada.

En este caso la purificacion fue realizada en batch (véase apartado 111-5.3). Luego
de la elucion con tres concentraciones crecientes de imidazol (100, 250 y 500 mM), una
alicuota de las mismas fue analizada por SDS-PAGE. En la Figura 69 se observa que al
eluir con 100 mM de imidazol se libera una cantidad relativa baja de la fusion 6XHis-
LpsB; y al eluir con 250 mM la cantidad eluida es relativamente menor. En contraste la

elucion con 500 mM de imidazol result6 ser la mas efectiva.
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Figura 69. Purificacién de LpsB. 1: Células inducidas (células enteras); 2: Lavado de resina posterior al
cargado de la muestra; 3: Eluido con 100 mM de Imidazol; 4: Eluido con 250 mM de Imidazol; 5: Eluido
con 500 mM de Imidazol.

I11-13.3. Sobreexpresion de IpcC de R. leguminosarum

Similar a lo descripto para la sobreexpresion de /psB, luego de ser clonada la
secuencia de ADN que codifica para el gen /pcC en el plasmido pET 28a+, y corroborada
por secuenciacion, dicho plasmido recombinante fue introducido en E. coli BL21 (DE3)
mediante transformacion. Se probaron dos condiciones diferentes de induccion. La
primera durante toda la noche a 20 °C y la segunda a 30 °C, durante 3 h. Al igual que para
IpsB, la condicién de menor temperatura pero de mayor tiempo de induccién result6 en
una mayor sobreexpresion (imagenes de geles no mostradas).

Pese a obtenerse sobreexpresion de IpcC, en el momento de determinar su
solubilidad, 1a misma no fue detectada en la fraccion soluble. Este resultado concuerda
con los estudios publicados por Kanipes et al (2003), donde se propone que esta proteina
se podria encontrar asociada fuertemente a la membrana plasmatica, o bien formando

cuerpos de inclusion (Figura 70).
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Figura 70. Sobreexpresién y purificacién de LpcC. 1: Células inducidas (células enteras); 2: Células sin
inducir (células enteras); 3: Clarificado post ultracentrifugacion (fraccion citoplasmatica) inducido.

I11-13.4. Sobreexpresion y purificacién de RfaC por cromatografia de afinidad

Si bien en un principio se propuso determinar la actividad glicosiltransferasa de
RfaC, pero frente a la imposibilidad de obtener un LPS truncado de M. loti (que pueda
ser utilizado como aceptor), la mencionada actividad no fue determinada.

Una vez clonada la secuencia de ADN que codifica para rfaC de M. loti en el
plasmido pET28a+; el vector recombinante fue introducido en E. coli BL21(DE3)
mediante transformacion. Las condiciones de expresion fueron las mismas utilizadas para
la sobreexpresién de IpsB.

En la Figura 71a) puede observarse que la induccion de cultivo de E. coli a 20 °C
durante toda la noche resulta en la obtencion de cantidades mayores de la fusion 6XHis-
RfaC. De la misma manera, luego del lisado de las células y la obtencién del clarificado,
se observa que esta fusion se encuentra en la fraccion citoplasmica.

La purificacion de la fusion 6XHis-RfaC se describe en el apartado 11I-13.2 La
proteina fue eluida directamente con una concentracion unica de imidazol de 500 mM.
En la Figura 71b) se visualiza que en estas condiciones es posible obtener cantidades

considerables de la fusion purificada.
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Figura 71. Sobreexpresién y purificacion de RfaC: a- Determinacion de solubilidad de 6XHis-RfaC. 1:
Células sin inducir (células enteras); 2: Células inducidas a 20 °C toda la noche (células enteras); 3:
Clarificado post ultracentrifugacién (fraccién citoplasmatica) sin inducir; 4: Clarificado post
ultracentrifugacion (fraccién citoplasmatica) inducido a 20 °C. b- Purificacion de RfaC. 1: Lavado de resina
posterior al cargado de la muestra; 2: Eluido con 500 mM de Imidazol.

En resumen, se establecieron las condiciones dptimas para la sobreexpresion de
IpsB de S. meliloti y rfaC de M. loti. Asimismo el hecho de contar con estas proteinas en
grandes cantidades y puras, permitiran en un futuro determinar las estructuras de las

mencionadas proteinas mediante estudios cristalograficos.
I11-14. Determinacion de actividad glicosiltransferasa in vitro

En el momento de determinar la cinética enzimatica de LpsB nos encontramos
que no existian protocolos previos para tal fin. Para LpsB, Kanipes et al. (2003) solamente
determinaron la actividad de la enzima utilizando TLC (Thin Layer Chromatography), y
consideramos que utilizar esta metodologia para determinar la cinética de una reaccién
enzimaética no es adecuada. Por otra parte Grizot et al. (2006) han descripto un método
donde se determiné la cinética de reaccion de WaaC de E. coli, esta metodologia consiste
en una reaccion acoplada cuyo fundamento se describe a continuacion: cuando un residuo
de azucar es incorporado al aceptor, libera el nucledtido di-fosfato (ADP), el cual es
utilizado por la enzima piruvato quinasa dando como producto una molécula de
nucledtido tri-fosfato (ATP) que es utilizada por la enzima luciferasa que en presencia de
luciferina genera generar luz; y la intensidad de esta luminiscencia es cuantificada

mediante fluorometria. Este método esta limitado solamente a reacciones que utilicen
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como azucar activado a moléculas de ADP-azucar. Pero como se citd anteriormente LpsB

y LpcC utilizan preferentemente UDP-Glc y GDP-Man respectivamente.

I11-14.1. Determinacién de actividad glucosiltransferasa de LpsB

En un principio se intent6 determinar la actividad enzimatica de LpsB purificada,
para ello se utilizaron distintas concentraciones de enzima, precursor y UDP-Glc. En
ninguna de estas condiciones se observé incorporacién de ['*C]Glc al precursor. Esta
ausencia de actividad por parte de LpsB purificada puede deberse a que ésta enzima, como
otras glicosiltransferasas implicadas en la sintesis de LPS se encuentran asociadas a la
cara interna de la membrana plasmatica y por consiguiente su actividad requiera de un
entorno lipidico.

Frente a esta hipétesis, se decidio utilizar membranas de la cepa de E. coli que
sobreexpresa a IpsB, como fuente de enzima. En el apartado I1I-13.1.2 se describi6é que
luego de la sobreexpresion la mayor parte de LpsB se encuentra soluble en el citoplasma,
pero aun una menor cantidad de esta proteina recombinante se encuentra asociada a las
membranas. Al igual que Kanipes ef al. 2003 consideramos que esta fraccion es suficiente
para llevar a cabo la determinacion de la actividad enzimatica.

Para ello, en la sobreexpresion de IpsB en E. coli, (véase apartado II1-5.2), luego
del paso de ultracentrifugacion, en vez de descartar el pellet (que corresponde a las
membranas celulares), éste fue resuspendido en 50 mM Tris base (pH 7,5) y fue utilizado
en la reaccion como fuente enzimatica. De estas membranas se determind la
concentracion de proteinas y se agregaron a la reaccion a una concentracion final de
0,1mg/ml (véase apartado I11-6.).

Ademas, independientemente se utilizaron membranas de S. meliloti salvaje, las
cuales también fueron resuspendidas en 50 mM Tris base (pH 7,5), pero en este caso, se
agregaron a la reaccion enzimadtica a una concentracion final de 1mg/ml (10 veces mas
que para las membranas de E. coli sobreexpresando /psB) similar a lo descrito por Kanipes
et al. 2003.

En primera instancia, para determinar la velocidad inicial de la reaccion, se evalu6

la incorporacién de ['*C]Glc en diferentes tiempos (véase figura 72).
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Figura 72. Curva de reacci6n en el tiempo. Membranas de E. coli sobreexpresando lpsB: membranas
E. coli BL21 (DE3) conteniendo el plasmido pJF340 e inducida con IPTG. Sin membranas: en la reaccion
0 se usaron membranas de E. coli ni de S. meliloti. Membranas de E. coli no sobreexpresando IpsB:
membranas E. coli BL21 (DE3). Membranas de S. meliloti: Membranas de S. meliloti salvaje.

En la Figura 72 donde se grafica la curva de avance de reaccidn, se observa un
incremento en las Desintegraciones por Minuto (DPM) en funcién al tiempo. Es decir
incorporacién de radioactividad al aceptor biosintético como consecuencia de la adicion
de ["*C]GIc cuando se utilizaron membranas de E. coli que sobreexpresan /psB (como
fuente de enzima), en cambio no se observé dicho incremento de la radioactividad en las
reacciones utilizando membranas de E. coli que no sobreexpresan /psB, membranas de S.
meliloti salvaje; como tampoco en las reacciones sin membranas.

Como se muestra en la Figura 73a la actividad glucosiltransferasa de LpsB es
linealmente dependiente del tiempo y la concentracion de proteinas. En cambio no se
observo dicha linealidad cundo se utilizaron membranas de S. meliloti como fuentes de
enzima, incluso utilizando una concentracion de enzimas 10 veces superior a las de E.

coli sobreexpresando IpsB (Figura 73b).
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Figura 73. Relaci6n entre la concentracién de membranas como fuente de enzimas y la velocidad
reaccion. Membranas de E. coli sobreexpresando /psB: membranas £. coli BL21 (DE3) conteniendo el
plasmido pJF340 e inducida con IPTG. Sin membranas: en la reaccién o se usaron membranas de E. coli
ni de S. meliloti. Membranas de E. coli no sobreexpresando IpsB: membranas E. coli BL21 (DE3).
Membranas de S. meliloti: Membranas de S. meliloti salvaje. Para las reacciones con membranas de E.
coli como fuente de enzima, las concentraciones de proteinas fueron 0; 0,036; 0,072 y 0,1 mg/ml; en cambio
para las reacciones donde se utilizaron membranas de S. meliloti las concentraciones de proteinas fueron 0;
0,36; 0,7 y 1 mg/ml. Todas las reacciones se llevaron a cabo durante th a 30 °C.

En las reacciones para determinar la cinética de reaccion se observa que a medida
se incrementa la concentracion de sustrato, se produce un aumento en la incorporacién de
['*C]Glc, al precursor; lo cual es proporcional hasta que el sustrato alcanza una
concentracion aproximada a 4 mM. Posteriormente a ese punto, velocidad de la reaccion
no aumenta de manera proporcional e inclusive se observa una disminucion de la misma,

llegando a valores cercanos a la velocidad maxima (Vmax aparente) (Figura 74a).
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Figura 74. Cinética de reaccién: a- Utilizando membranas de E. coli sobreexpresando /psB como fuente
de enzima y distintas concentraciones de UDP-Glc. Las reacciones se llevaron a cabo utilizando membranas
de E. coli sobreexpresando /psB cuya concentracion de proteinas fue 0,1 mg/ml; durante 1h a 30 °C. b-
Representacion de dobles reciprocas para los puntos de la Figura 74a.
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Al representar en la Figura 74b las dobles reciprocas de la Figura 74a, y realizando
el ajuste lineal obtenemos los valores de Interseccion: 0,4096 y la Pendiente de la recta:
1,3645. Utilizando la ecuacion Lineweaber-Burk (véase apartado II1-6.1) se pueden

obtener los valores de Kim (aparente) ¥ Vmax (aparente) de la reaccion enzimatica de LpsB.

K faparente) (1M i\fn "'ma\ln renie) (m‘\‘l h" mg

LpsB sobreexpresada en
membranas de E. coli 332 a4

Hasta la fecha no hay reportes de estudios de cinética de la glucosiltransferasa
LpsB. En contraste existen estudios de cinética de LpcC de R. leguminosarum y WaaC
de E. coli. Para la primera, (Kadrmas et al., 1996) se encontr6 un valor de K (aparente)=
4,3 uM utilizando GDP-Man como sustrato, y Kdoz-[4'-32P]-lipido IV como aceptor; y
como fuente de enzimas se utilizaron membranas internas de R. leguminosarum. Por otra
parte, Kadrmas & Raetz (1998) reportan la cinética de WaaC de E. coli, obteniendo un
valor de Km (aparentey= 1,5 Mm utilizando ADP-Man como sustrato, y Kdoz-[4->?P]-lipido
IVa como aceptor. Mas recientemente Grizot et al. (2006) describen un valor de Km
(aparente) =7 UM utilizando como sustrato ADP-Hep.

Al comparar los valores de K (aparentes) Obtenidos para LpsB con los publicados
para LpcC y WaaC puede observarse una gran heterogeneidad de valores, posiblemente
debido a los distintos métodos de determinaciéon utilizados. En nuestro caso, la
metodologia empleada no nos permite conocer la concentracién del aceptor en la
reaccion, aunque se mantuvo la misma proporcidn en todas las reacciones (cabe destacar
que se han utilizado concentraciones saturantes de dicho aceptor). Como se citd
anteriormente se generd y puso a punto una metodologia para llevar a cabo los estudios

de cinética enzimatica para LpsB.
I11-14.2. Determinacion de actividad manosiltransferasa de LpsB y LpcC

Kanipes ef al. (2003) reportaron que LpsB presenta actividad glucosiltransferasa
y manosiltransferasa (la primera actividad fue demostrada en el apartado anterior, incluso
se determind la cinética de la reaccion) mientras que LpcC de R. leguminosarum posee
solamente actividad manosiltransferasa. En dichos estudios como fuente enzimatica se

utilizaron membranas de E. coli sobreexpresando IpsB o IpcC; y como precursor, Kdoz-
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[4"-*2P]-lipido IVa sintetizado artificialmente. A diferencia, en nuestro caso en el
momento de determinar la actividad glucosiltransferasa de LpsB se utilizo en el precursor
Kdoz-lipido IV a de S. meliloti (véase apartado I11-6).

En este caso para determinar la actividad manosiltransferasa de LpsB y LpcC se
utilizaron como fuente de enzima membranas E. coli sobreexpresando IpsB o IpcC. Como
aceptor se emplearon el precursor biosintético de S. meliloti y R. leguminosarum; y como
sustrato GDP-[*H]Man. Debido a la escasa cantidad de GDP-[*H]Man disponible, no se
llevaron a cabo ensayos de cinética, sino que solamente se determind la actividad
enzimatica en una sola condicion. Las reacciones fueron similares a las utilizadas para la
determinacion de actividad glucosiltransferasa para LpsB (véase mezcla de reaccién en
el apartado III-6). Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y en cada

reaccion se utilizé como sustrato 5 pl de GDP-[*H]Man (21,6 Ci/mmol).

Condiciones DPM

Membranas de E. coli expresando IpsB + Precursor de S. meliloti 1469+324
Membranas de E. coli expresando IpsB + Precursor de R. leguminosarsm
Membranas de E. coli expresando IpcC + Precursor de S. meliloti 357524382

Membranas de E. coli expresando IpcC + Precursor de R. leguminosarum

Tabla 13. Actividad manosiltransferasa de LpsB y LpcC. Los valores de DPM (Desintegraciones por
minuto) corresponden a un promedio de tres muestras. Las distintas reacciones fueron incubadas a 30 °C
durante 1 h.

En la Tabla 13 puede observarse que LpsB posee relativamente baja actividad
manosiltransferasa, ya sea utilizando el precursor de S. meliloti o de R. leguminosarum.
En cambio, LpcC presenta actividad manosiltransferasa con ambos precursores. Resulta
sorprendente que LpcC presente mayor actividad manosiltransferasa utilizando el
precursor de S. meliloti que el de R. leguminosarum, sugiriendo que LpcC tendria mayor
afinidad por el aceptor de S. meliloti que por el de su propia especie.

En el apartado I-18.1 se discutio acerca de las posibles razones por las cuales LpcC
era incapaz de complementar en frans la mutacién en IpsB de S. meliloti. Uno de los
postulados fue que LpcC no fuese capaz de reconocer al precursor de S. meliloti, y como
consecuencia no depositaria el residuo de azicar (en este caso Man) y la reaccién de
polimerizacion del LPS se detendria. En base a lo expuesto en la Tabla 13, donde se
observa que LpcC es capaz de reconocer dicho precursor, esta hipotesis puede ser
descartada. Lo que posiblemente ocurra es que LpcC deposite el residuo de Man sobre el

precursor, pero la enzima encargada de adicionar el siguiente residuo de hidrato de
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carbono, no reconozca o no sea capaz de depositar el siguiente residuo azicar por

encontrarse Man en vez de Glc y de esta manera la sintesis se detendria.
II1-15. Consideraciones generales

En este capitulo se examind la distribucion de heptosil/hexosiltransferasas
implicadas en la sintesis del core en bacterias perteneciente al filum Proteobacteria. A
partir de dicho analisis es posible concluir que solamente un pequefio grupo de bacterias
comprendidas por S. meliloti, R. leguminosarum, B. japonicum, A. tumefaciens y B.
melitensis, posee una hexosiltransferasa encargada de glicosilar el precursor Kdo-lipido
IVa.

Se obtuvieron modelos tridimensionales de las estructuras de LpsB, LpcC y RfaC
de S. meliloti, R. leguminosarum y M. loti respectivamente. Las mismas adoptan una
estructura conocida como Glicosiltransferasas B (GT-B). Asimismo se logrd predecir los
posibles residuos de aminoacidos que estarian formando el sitio catalitico de estas
glicosiltransferasas. En LpsB y LpcC se encontr6 el motivo conservado EX7E, en cambio
en RfaC el motivo [D(S/T)(G/A)XXH]. Ambos motivos posiblemente interaccionan con
el azucar del sustrato, es decir EX7E estaria interactuando con la Glc (de UDP-GIc) en
LpsB con la Man (de GDP-Man) en LpcC. Y por su parte [D(S/T)(G/A)XXH] de RfaC
interaccionaria con la Hep (de ADP-Hep).

Ademas se establecieron las condiciones optimas para la sobreexpresion de IpsB
de S. meliloti y rfaC de M. loti. Si bien no se pudo determinar actividad enzimatica de
LpsB en estado puro, el hecho de contar con estas proteinas en grandes cantidades,
permitiran en un futuro determinar las estructuras de las mencionadas proteinas mediante
estudios cristalograficos.

Al momento de determinar la actividad glucosiltransferasa de LpsB, utilizando
membranas de E. coli que sobreexpresan /psB, se observo actividad glucosiltransferasa,
adicionando Glc al precursor biosintético de S. meliloti con un valor de Km (aparente)=
3,32mM. En cambio se observo que LpsB posee poca actividad manosiltransferasa ya sea
con el precursor de S. meliloti como con el de R. leguminosarum. Por su parte, LpcC
presenta actividad manosiltransferasa utilizando al precursor de S. meliloti con mayor

afinidad que con el precursor de R. leguminosarum.

Resultados y Discusién
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CONCLUSIONES FINALES

En este trabajo de tesis se analiz6 la participacion de las glicosiltransferasas LpsB
de S. meliloti y LpcC de A. tumefaciens, B. japonicum y R. leguminosarum en la
biosintesis del LPS. Mutaciones en los genes que codifican para las mencionadas
glicosiltransferasas resultaron en alteraciones drasticas en la estructura de los
lipopolisacaridos. Los LPS de las cepas mutantes carecen de core externo y de antigeno
O; y como consecuencia presentaron una mayor movilidad electroforética. Ademas, estas
mutaciones resultaron en un fenotipo pleiotrépico caracterizado por cambios en la
hidrofobicidad superficial de los rizobios y alteraciones en la capacidad de formar
biofilm.

En el caso de la mutacién IpcC de B. japonicum, ademas de los fenotipos citados
anteriormente, se observo una marcada disminucion en la velocidad de crecimiento en
comparacion a su cepa parental. A su vez la alteracion producida en la superficie
bacteriana (producto de la mutacioén) originé una reduccion en la motilidad bacteriana
sobre placas de medio semis6lido posiblemente como consecuencia del incremento en la
autoagregacion celular. Asimismo, el mutante /pcC de B. japonicum no fue capaz de
inducir la formacion de nédulos funcionales en raices de Glycine max, solamente indujo
la formacion de pseudonddulos no fijadores de nitrogeno y con marcados sintomas de
defensa por parte de la planta. Este fenotipo simbidtico demuestra claramente el
requerimiento de un LPS intacto por parte de B. japonicum para promover una simbiosis
efectiva con Glycine max.

En contraste a lo observado en B. japonicum, la misma alteracion en el LPS de 4.
tumefaciens, resultante de una mutacion en el gen ortélogo, no afecté la capacidad

bacteriana de infectar e inducir tumores en plantas de Kalanchoe daigremontiana.

Complementaciones heterélogas de mutantes IpsB/I[pcC con ortélogos de S.
meliloti, R. leguminosarum, A. tumefaciens, B. japonicum, B. melitensis y B. henselae han
demostrado que LpsB de S. meliloti presenta actividad in vivo tanto glucosil-, como
manosiltransferasa. En cambio LpcC de R. leguminosarum, A. tumefaciens, B. japonicum

y B. melitensis poseen estrictamente actividad manosiltransferasa. Es llamativo el caso de
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RfaC de M. loti, ya que al tratarse de una heptosiltransferasa, pueda complementar al

mutante /pcC de B. japonicum; lo cual indica que RfaC posee actividad bifuncional.

En cuanto a la distribucién de hexosil/heptosiltransferasas implicadas en la
sintesis del core del LPS en bacterias perteneciente al filum Proteobacterias, se encontr6
que solamente un pequefio grupo de a-Proteobacterias comprendidas por S. meliloti, R.
leguminosarum, B. japonicum, A. tumefaciens y B. melitensis, posee una
hexosiltransferasa responsable de glicosilar el precursor biosintético del LPS. El resto de
las Proteobacterias conserva heptosiltransferasas encargadas de depositar el primer

residuo de hidrato de carbono sobre el mencionado precursor.

LpsB, LpcC y RfaC de S. meliloti, R. leguminosarum y M. loti respectivamente
adoptan una estructura conocida como Glicosiltransferasas B (GT-B). Se logré predecir
los posibles residuos de aminoacidos que estarian formando parte del sitio catalitico de
estas glicosiltransferasas, los cuales serian: Gly 20, Lys 180, Glu 257, Gly 258, Phe 259,
Gly 260, Leu 261 y Glu 265 en LpsB de S. meliloti; Gly 20, Lys 179, Glu 256, Gly 257,
Phe 258, Gly 259, Leu 260 y Glu 264 en LpcC de R. leguminosarum;y Thr 185, Glu 220,
Leu 242, Ile 245, Asp 259, Thr 260, Gly 261, Leu 262, His 264 en RfaC de M. loti.

Se establecieron las condiciones Optimas para la sobreexpresion y purificacion
para LpsB de S. meliloti y RfaC de M. loti. La proteina de fusiéon LpsB purificada no
mostrd ser enziméticamente activa.

Se determind la actividad glucosiltransferasa de LpsB utilizando membranas de
E. coli que sobreexpresan /psB y precursor biosintético de S. meliloti. Asimismo, se
observéd que LpsB posee poca actividad manosiltransferasa (in vitro) tanto con el
precursor de S. meliloti como con el de R. leguminosarum. Por su parte, LpcC presenta

actividad manosiltransferasa utilizando con mayor afinidad al precursor de S. meliloti.
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