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RESUMEN
La rizésfera es la regién del suelo en la cual la actividad microbioldgica esta influenciada por las
raices de diversas especies vegetales. Las bacterias de la rizdsfera denominadas rizobacterias,
poseen la capacidad de colonizar el interior o exterior de las raices estableciendo una relacion
simbidtica o de vida libre con especies de leguminosas y no leguminosas. Varios géneros
bacterianos tienen la potencialidad de promover el crecimiento vegetal por mecanismos como
la fijacidon bioldgica de nitrégeno, la solubilizacion de minerales, produccién de sideréforos y
elaboracion de sustancias reguladoras de crecimiento de las plantas. Bradyrhizobium
japonicum E109, la cepa mas utilizada en la formulacién de inoculantes para soja en Argentina,
posee la capacidad de producir compuestos reguladores del crecimiento vegetal, tales como
auxinas, citocininas y giberelinas. La regulacion de los niveles éptimos de tales hormonas tanto
en la bacteria como en la planta se define como homeostasis y es llevada a cabo por
mecanismos tales como la biosintesis y el catabolismo. Evidencia preliminar de nuestro grupo
sugiere que el catabolismo de auxinas y particularmente del acido indol-3-acético (AIA) en
E109 es llevado a cabo por una molécula de origen protéico y caracter enzimdtico con
capacidad de oxidar en forma irreversible la hormona. En este trabajo se evalud el
comportamiento de sobrenandantes de E109 en su capacidad de catabolizar el AIA y dilucidar
el agente responsable de dicha degradacién. Para ello, en sobrenadantes puros de E109
previamente con la adicién exdgena de AIA se evalud la concentracion de AIA, en funcién del
tiempo, luego de ser sometidos a tratamientos fisicos desnaturalizantes como el calor, o la
adicion exdégena de enzimas del tipo peroxidasa o perdxido de hidrogeno, para evaluar el
catabolismo de la hormona en tales condiciones. Adicionalmente, este comportamiento se
evalué en variantes genotipicas de E109 deficientes en genes que podrian participar
potencialmente de la degradacion de la hormona. Los resultados obtenidos demuestran que
luego de las 6 horas de adicionar el AlA, la concentracién de la misma disminuye en un 50% y
luego de 24 h no se detecta trazas de la hormona. Cuando se somete el sobrenadante de E109
a desnaturalizacién por calor, y se adiciona posteriormente AlA, la degradacién no es llevada a
cabo. Se cree que el o los compuestos responsables del mecanismo catabélico son liberados al
medio de manera constitutiva, previo a la adicidn de la hormona, que se acumulan en el medio
en la fase estacionaria de crecimiento y tienen un comportamiento de saturacién del tipo
enzimatico. A partir de estas observaciones se podria considerar el catabolismo de AIA como
un mecanismo para mantener la homeostasis bacteriana en presencia de la hormona y como

parte del metabolismo de esta hormona en rizobacterias.
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Summary
The rhizosphere soil is the region in which the microbiological activity is influenced by the
roots of various plant species. The rhizosphere bacteria denominated as rhizobacterias, have
the ability to colonize the inside or outside of the roots establishing a symbiotic relationship
with free-living species of legumes and non-legumes. Several bacterial genera have the
potentiality to promote plant growth by mechanisms like biological nitrogen fixation,
solubilization of minerals, siderophore production and production of growth regulating
compounds of the plant. Bradyrhizobium japonicum E109, the strain most commonly used in
the formulation of inoculants for soybean in Argentina has the ability to produce growth
regulating compounds, such as auxins, cytokinins and gibberellins growth. The regulation of
the optimum levels of such hormones in bacteria as in plants is defined as homeostasis and is
carried out by mechanisms such as biosynthesis and catabolism. Preliminary evidence suggests
from our group suggest that auxin catabolism and particularly indole-3-acetic acid (IAA) in
E109 is performed by molecule as a protein and enzymatic character capable of oxidizing
irreversibly the hormone. In this work the behavior of E109 supernatants in their ability to
catabolize the IAA and elucidate the responsible agent of such degradation was evaluated. For
this, in E109 supernatants previously with the exogenous addition of IAA was evaluated the
concentration of IAA, in function of time, after being subjected to physical denaturants
treatments such as heat, or exogenous addition of peroxidase enzyme or peroxide hydrogen to
evaluate the catabolism of the hormone in such conditions. Additionally, this behavior was
evaluated in genotypic variants of E109 deficient in genes that could potentially participate in
the degradation of the hormone. The results show that after 6 hours of adding the IAA, the
concentration thereof decreases by 50% and after of 24 hours no traces of the hormone are
detected. When the E109 supernatant is subjected to heat denaturalization and then added
IAA, the degradation is not performed. We believe that the compound or compounds
responsible for catabolic mechanism are released into the culture medium constitutively, prior
to addition of the hormone, which accumulate in the medium in the stationary phase of
growth and have behavior saturation as the enzymes. From these observations it could be
considered the catabolism of IAA as a mechanism to maintain bacterial homeostasis in the

presence of hormone and as part of metabolism of this hormone in rhizobacterias.
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1. INTRODUCCION
1.1. Marco Teérico
El suelo es el soporte natural en el que proliferan cominmente un gran nimero de
microorganismos. Se utiliza el término rizdésfera para describir la parte del suelo en la que se
induce la proliferacién de microorganismos por la presencia del sistema radical de las plantas
(Garate and Bonilla, 2008). Las bacterias de la rizosfera denominadas rizobacterias, tienen la
capacidad de colonizar el interior o exterior de las raices de muchas especies vegetales y se
pueden dividir entre las que generan una relacién simbidtica con la planta y las que no lo
hacen, denominadas de vida libre, que se ubican cerca, sobre las raices o dentro de ellas como
endofiticas (Kloepper et al. 1989). Las rizobacterias simbidticas pertenecientes a ciertos
géneros incluidos en el Orden Rhizobiales, tales como Rhizobium, Ensifer, Mesorhizobium,
Allorhizobium; Azorhizobium y Bradyrhizobium han sido extensamente estudiadas desde la
perspectiva de su asociacion con leguminosas y en términos de la fijacién bioldgica de
nitrégeno. Sin embargo, nueva evidencia sugiere que gran parte de los miembros de este
género tendrian potencialidad para promover el crecimiento vegetal por mecanismos distintos
a la fijacion bioldgica de nitrégeno, tales como biocontrolar ciertos microorganismos
deletéreos para las plantas o regular el desarrollo vegetal en condiciones de estrés, tanto en
leguminosas como en no-leguminosas (Biswas et al. 2000). Asi, estas bacterias o las de vida
libre se consideran benéficas para el crecimiento de las plantas y se las denomina en general
como rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPR (del inglés, Plant Growth
Promoting Rhizobacteria) (Kloepper et al. 1979). Entre las asociaciones mas exitosas de la
naturaleza se destacan las de leguminosas con bacterias simbiontes fijadoras de nitrégeno,
comunmente denominadas rizobios y la asociacidon benéfica entre gramineas y ciertas cepas
PGPR de vida libre pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Bacillus, Azotobacter y
Azospirillum, capaces de colonizar la rizdsfera de dichas plantas o sus tejidos de manera
endofitica. Dobereiner y Pedrosa (1987) introdujeron un nuevo concepto que divide este
grupo entre las PGPR, que promueven el crecimiento mediante mecanismos directos y las
bacterias promotoras del crecimiento vegetal por control biolégico o biocontrol-PGPB (del
inglés, Plant Growth Promoting Biocontrol) que promueven el crecimiento de las plantas por
mecanismos indirectos mediados por la inhibicion del desarrollo o actividad de fitopatdgenos.
La promocién directa del crecimiento se produce cuando una PGPR proporciona moléculas con
actividad bioldgica que directamente afectan al metabolismo de la planta o cuando se facilita
la adquisicion de nutrientes no disponibles en el suelo para las plantas. En las PGPR los
mecanismos directos mas importantes que han sido propuestos, ademas de la fijacion

bioldgica del nitrégeno son: la actividad nitrato reductasa, la solubilizacién de fosfatos, la
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produccién de sideréforos y la biosintesis de fitohormonas y otros compuestos reguladores del

crecimiento vegetal, tal como el 4cido indol-3-acético (AIA) (Prinsen et al. 1993).

1.2. Bacterias del Orden Rhizobiales

En la clase a-proteobacterias encontramos bacterias que viven en ambientes acuaticos
(como Caulobacter sp. y varias especies del Orden Rhodobacteriales), bacterias patdgenas de
plantas (Agrobacterium actualmente reclasificadas con Rhizobium), bacterias que son parasitos
intracelulares de animales (como Rickettsia y Brucella), y bacterias que viven en el suelo (como
muchas de las especies del Orden Rhizobiales). El Orden Rhizobiales es fenotipicamente
heterogéneo y amplio. Este orden reldne a bacterias gram negativas y su clasificacidon se basa
Unicamente en el secuenciamiento del gen 16s RNA (Kuykendall, 2005). Un tipo de bacterias
muy importante a nivel agrondmico es el que esta conformado por aquéllas que son capaces
de establecer simbiosis mutualistas especificas con plantas leguminosas. En este grupo se
enmarcan muchas de las especies pertenecientes al Orden Rhizobiales, a las que se las
denomina rizobios. Entre ellas encontramos bacterias de los géneros Mesorhizobium,
Rhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium, Methylobacterium, y Bradyrhizobium (Pini et al.
2011), siendo este ultimo género el de mayor interés para nuestro trabajo debido que es el
género principal en el establecimiento de la simbiosis con una de las leguminosas, soja (Glycine

max (L.) Merr.), con mayor superficie de area sembrada en nuestro pais.

1.2.1. La Familia Bradyrhizobiaceae

El género Bradyrhizobium fue descripto por Jordan (1982), el cual incluia todas las
bacterias que fijan bioldgicamente el nitrogeno (FBN) en asociaciones simbidticas con
leguminosas. Los avances en los métodos moleculares para el andlisis filogenético, han llevado
a la creacién de la familia Bradyrhizobiaceae, que incluye géneros de bacterias fijadoras de
nitrégeno que tienen caracteristicas diferentes del resto de los géneros que la componen, pero
que tienen tasas similares de crecimiento lento (5-6 dias) en medio de cultivo (Garrity et al.
2005; Turner and Young, 2000). Ademds del género Bradyrhizobium (derivado del bradus
término latino, que significa crecimiento lento) (Garrity et al. 2005; Euzéby, 2006), la familia
Bradyrhizobiaceae comprende 11 géneros mas. La taxonomia en Bradyrhizobiaceae es
bastante confusa y hace a esta familia una de las mds distintas en términos de la inclusion de
géneros que son fenotipicamente diversos y que presentan caracteristicas fisioldgicas y

ecologicas extremas (Marcondes et al. 2014).
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1.2.2. El Género Bradyrhizobium
El género Bradyrhizobium, se caracteriza por bacterias pequefias en forma de bacilos en
cultivos jévenes, pero pleomdrficas en cultivos de mayor edad o bajo condiciones adversas,
gram negativas, méviles y no formadoras de esporas. Las diferentes especies del género
Bradyrhizobium forman nddulos simbidticos en las raices de las leguminosas tropicales
(Leguminosae), en el que las bacterias viven como simbiontes fijadores de nitrégeno. Los
bacteroides, donde se fija el nitrégeno, tienen granulos de poli-B-hidroxibutirato que son
refractiles por microscopia de contraste de fase, y puede presentar inclusiones de polifosfato.
En medio de cultivo sélido que contiene arabinosa, extracto de levadura, o gluconato
(Kuykendall and Elkan, 1987; Kuykendall et al. 1988), las colonias de Bradyrhizobium se
caracterizan por ser opacas, rara vez transllcidas, blancas, y convexas; puede tener un aspecto
granular; y nunca son mas grande que 1 mm de didmetro después de la incubacion durante 5-6
dias. En medio liquido, la turbidez sélo aparece después de 3-4 dias, y el tiempo de generacion
de estas especies se calcula que es entre 9 y 18 h. A continuacidn, en la Tabla 1, se resumen las

caracteristicas mas representativas del Género.

Tabla 1. Caracteristicas mas representativas del Género Bradyrhizobium

Morfologia Varillas (0,5-0,9x1,2-3,0 um)
Division Celular Se hinchan y se bifurcan en forma de Y
Cépsulay estructura interna Granulos Poli-B-hidroxibutirato
Movilidad Un flagelo polar o subpolar
Compuestos importantes o Poli-B-hidroxibutirato
almacenamiento Polisacdrido extracelular soluble en agua
Contenido G+C 61-65%
Tamafo de la colonia, apariencia y color >1,0 mm, circular, opaca, blanca y convexa
Temperatura éptima 25-30 °C
pH éptimo pH 6-7. Tolerante al acido
Aerdbicas

Quimioorganétrofas

Metabolismo y caracteristicas de cultivo No crecen en medio con 2% NacCl

Absorben levemente el indicador rojo congo en EMA (Vincent,

1970)
Principal fuente de Carbono Usan varias fuentes de carbono y acidos organicos
Principal fuente de Nitrégeno Sales de amonio, nitrato y aminoacidos

Fijacidn de Nitrogeno En simbiosis con la raices de leguminosas
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El género Bradyrhizobium cuenta con ocho especies descriptas: B. canariense, B.
elkanii, B. iriomotense, B. japonicum, B. jicamae, B. liaoningense, B. pachyrhizi y B.
yuanmingense (Ramirez-Bahena et al. 2009). En el 2013, una comparacion de secuencias de
genes 16s RNA, caracterizacién fenotipica e hibridizacion DNA-DNA permitieron a Ramirez-
Bahena et al. (2013) proponer la reclasificacion de Agromonas oligotrophica dentro del género
Bradyrhizobium como Bradyrhizobium oligotrophica. La cepa tipo de Bradyrhizobium, B.
japonicum USDA110 fue reclasificada a B. diazoefficiens (Delamuta et al. 2013)

Las especies de Bradyrhizobium son habitantes comunes de suelo potencialmente
capaces de invadir los pelos radicales de leguminosas e inducir la formacién de nddulos vy la
interaccion simbidtica con la planta que termina con la fijacién bioldgica de nitrégeno
atmosférico. Estas cepas causan la produccién de nddulos en Glycine max (L.) Merr., Vigna
unguiculata (L.) Walp (caupi), Macroptilium atropurpureum (siratro), ciertas especies de Lotus,
y una amplia variedad de las leguminosas, que también son noduladas por Mesorhizobium loti,
como la Acacia. Dado que las cepas de Bradyrhizobium son dificiles de aislar directamente del
suelo, el aislamiento requiere el uso de la planta de leguminosa de la que se seleccionan los
nodulos para el aislamiento. Las cepas de Bradyrhizobium producen lipo-quito-oligosacaridos
(LCO) denominados factores Nod para controlar la especificidad del hospedador (Dénarié et al.

1992; Carlson et al. 1993; Stacey et al. 1995).

1.3. Bradyrhizobium japonicum E109 como modelo de estudio

En la década del 70, cuando se produjo la expansidon de soja en nuestro pais, se
considerd la introduccion de cepas seleccionadas de B. japonicum en semillas destinadas a la
produccién agricola. Varias cepas pertenecientes al género Bradyrhizobium se recibieron en
Argentina a partir de diferentes colecciones de todo el mundo para ser evaluadas en
condiciones agrondémicas, incluida la cepa 2860 (anteriormente llamado USDA138 y que
corresponde al serogrupo Bradyrhizobium japonicum USDAG), enviados por el Departamento
de Investigacién Cientifica e Industrial (DSIR) de Nueva Zelanda. Luego de una exhaustiva
evaluacion, seleccién y re aislamiento de nédulos de soja, la cepa aislada fue renombrada
como Bradyrhizobium japonicum cepa E109. Hasta la fecha, B. japonicum E109 ha sido la Unica
cepa recomendada por el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) para la
inoculacidon de soja debido a su capacidad para colonizar efectivamente la planta y fijar el
nitrégeno, y como consecuencia directa produce un aumento en la productividad de los
cultivos (Perticari et al. 1996). Junto con esta capacidad, se han propuesto mecanismos
alternativos para explicar la promocion del crecimiento, especialmente en no leguminosas,

tales como la solubilizacion de fosfato (Halder et al. 1991), la produccion de sideréforos
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(Chabot et al. 1996), la induccidén de resistencia sistémica (Cartieaux et al. 2008), y la
biosintesis de fitohormonas (Antoun et al. 1998). Boiero et al. (2007) y Cassan et al. (2009)
evaluaron in vitro e in vivo los mecanismos de promocidn del crecimiento que operan en B.
japonicum E109. En tal sentido, la produccidén de fitohormonas tales como auxinas (AlA),
giberelinas (GAs) y citocininas parecerian tener un rol fundamental en los procesos de
interaccidn con la planta y promocidn del crecimiento. En el afo 2012 se inicié un proyecto en
la UNRC bajo la direccién del Dr. Cassan, cuyo objetivo fundamental se basé en la obtencién de
la secuencia del genoma de B. japonicum E109 y esta iniciativa culmind exitosamente en 2014

con la publicacién de la secuencia completa del genoma de esta bacteria (Torres et al. 2015).

1.4. Importancia de la interaccidn simbiotica Soja-Bradyrhizobium

La simbiosis Bradyrhizobium-soja es considerada una de las asociaciones de mayor
importancia econdmica mundial (Hungria and Mendes, 2014). Fue domesticada por primera
vez en China e introducida en diferentes partes del mundo (Qiu et al. 2011). Segun datos
oficiales de la Bolsa de Cereales de Buenos Aires y Bolsa de Comercio de Rosario, durante la
campafia 2014/15, el area destinada a la siembra de soja se ubicaria entre los 20,6 y 20,9
millones de hectareas con una produccion total de 60,1 millones de toneladas. El cultivo
agrondmico se extiende mas de 20 millones de hectareas en Argentina, donde al menos el
85%, son inoculados con la cepa E109 (Piccinetti et al. 2013). En la Figura 1, se observa una

representacion del area sembrada con el cultivo de soja en nuestro pais.

el departamento o partide
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Figura 1. Area sembrada de soja campafia 2014/15. Fuente obtenida de la Bolsa de Comercio de

Rosario.
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1.4.1. Mecanismo de promocion del crecimiento vegetal por B. japonicum E109
Bajo un consorcio llevado a cabo por nuestro laboratorio, la UNRC, Indear, INTA-
IMyZA, entre otros se llevd a cabo la secuenciacion del genoma de B. japonicum E109 (Torres
et al. 2015). Su posterior analisis gendmico, reveld que esta bacteria seria capaz de promover
el crecimiento vegetal por mecanismos diferentes a la fijacion bioldgica de nitrégeno. El
genoma de E109 contiene genes relacionados con el sistema de secrecién tipo Il y VI y la
biosintesis de fitohormonas. Resultados previos de nuestro laboratorio (Boiero et al. 2007;
Cassan et al. 2009) sugieren que esta cepa seria capaz de promover el crecimiento de plantas
inoculadas a través de la produccién de fitohormonas y su consecuente liberacidon en las
formulaciones bioldgicas utilizadas para el tratamiento de semillas. Boiero et al. (2007)
identificaron y cuantificaron las fitohormonas del tipo acido indol-3-acético (AIA), zeatina (Z) y
acido giberélico (GAs), producidas vy liberadas al medio de cultivo. En trabajos similares otros
autores sugieren la capacidad de otras cepas de la misma especie para mineralizar fosforo por
la solubilizacidn de fosfatos (Halder et al. 1991) o captar hierro a través de la produccién de

sideréforos (Chabot et al. 1996).

1.5. Auxinas

Auxinas, es el nombre genérico que representa a un grupo de compuestos reguladores
del crecimiento vegetal que se caracterizan por su capacidad de inducir la elongacién de las
células del tallo en la region subapical. El acido indol-3-acético (AlA) es la auxina mas
representante de este grupo y es la mas abundante en la naturaleza. Estos compuestos han
sido vinculados a procesos claves del desarrollo vegetal, tales como la orientacién del
crecimiento de tallos y raices en respuesta a la luz (fototropismo) y gravedad (gravitropismo)
(Kaufman et al. 1995); dominancia apical; iniciacién de las raices laterales y adventicias
(Malamy and Benfey, 1997); estimulacién de la division celular (Kende and Zeevaart, 1997) y
elongacion de tallos y raices (Ross et al. 2000) entre otros. Las fuentes mas importantes de
auxinas que regulan el "pool" enddgeno disponible para la planta involucran: sintesis de novo,
degradacion o catabolismo y formacién e hidrdlisis de conjugados, transporte,
compartimentalizacidn tanto en los tejidos de la planta como en aquellas bacterias asociadas

con ella (Glick et al. 1999).

1.5.1. Auxinas en B. japonicum
La respuesta de la planta al AIA producido por microorganismos puede variar de
benéfica a perjudicial, dependiendo de la concentracién incorporada en los tejidos. En este

sentido, algunos autores consideran que el aumento del contenido endégeno de la hormona
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por la actividad microbiana del suelo 6 sobre la planta, podria suplementar transitoriamente
los niveles sub-6ptimos del hospedador, modificar parcialmente el metabolismo celular, y por
ello, promover el crecimiento. La infeccidén de las raices de plantas de soja con B. japonicum
proporciona la formacién de nédulos en las raices donde se reduce el nitrégeno atmosférico
en amoniaco. La formacion de nédulos es el resultado de una compleja interaccién entre la
bacteria y la planta, donde las hormonas vegetales juegan un papel clave en el desarrollo y/o
mantenimiento de los nédulos. Se ha demostrado que los nédulos contienen mayores niveles
de auxinas (Thimann, 1936), y que la auxina principal en nédulos de las raices es el AIA
(Dullaart, 1970). En la actualidad algunos trabajos indican que los cambios en el balance de

esta hormona son un pre-requisito para la organogénesis del nédulo (Mathesius et al. 1998).

1.5.2. Metabolismo de Auxinas.
Los niveles reales de auxinas en una célula en un momento determinado del desarrollo
estdn determinados por biosintesis, transporte, interconversidn, conjugacién, hidrélisis y

catabolismo. La Figura 2 muestra los procesos biolégicos del metabolismo de AlA.
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AIA ————— > Respuesta.t?a
la percepcion

Oxidacion
Catabolismo

Almacenamiento

: 3 ) ) de proteccion
. . Amidas-unidas
Amida-unida Aminoacidos, péptidos
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Figura 2. Procesos bioldgicos y bioguimicos que integran el metabolismo de AIA en la naturaleza. (IBA=

acido indol butirico).

La interconversion de IBA a AlA estaria dada por una enzima denominada acil-coA
deshidrogenasa, donde oxida la molécula para convertirla en AIA en Arabidopsis (Zolman et al.
2007).
1.5.2.1. Biosintesis de AIA en Bradyrhizobium japonicum

Para B. japonicum, la produccidn de auxinas ha sido descripta como parte de la
capacidad promotora del crecimiento, a nivel del desarrollo del sistema radical y en la

formacién de ndédulos durante la simbiosis con leguminosas. Bradyrhizobium sp. tiene la
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capacidad genética vy fisiologica de producir AIA en medios de cultivos (Hutzinger and Kosuge
1968; Kaneshiro et al. 1983) y esto ha sido demostrado en numerosos experimentos tanto in
vivo como in vitro. En el caso de experimentos llevados a cabo in vivo se ha comprobado que
los nédulos producidos por una cepa de B. japonicum hiperproductora de AIA contienen mayor
cantidad de AIA que aquellos nddulos inducidos por una cepa salvaje (Hunter 1987; Hunter
1989) lo que indicaria que la bacteria es capaz sintetizar su propia hormona en el estado de
bacteroide. Minamisawa and Fukai (1991) observaron que las cepas de Bradyrhizobium
japonicum productoras de rhizobitoxina excretaban un compuesto fitotdxico en el medio de
cultivo; siendo este compuesto purificado e identificado como AIA. Los autores observaron
que las cepas pertenecientes al genotipo Il (USDA 94 y USDA 31) que producian rhizobitoxina,
ademas excretaban mayor cantidad de AIA en el medio de cultivo, sin embargo, las cepas de
genotipo | (USDA 110) no excretaron este tipo de compuesto en el sobrenadante, incluso
cuando se anadio triptéfano en el medio. Estos resultados sugieren que, en B. japonicum, la
biosintesis completa de AIA solo se limitaria a las cepas del genotipo I, que producen
rhizobitoxina. En la biosintesis de AIA se han descripto multiples vias, pero en rizobacterias
predominan dos sobre las demas: la via del indol-3-acetamida (IAM) y la via del indol-3-
piruvato (IPyA) (Lambrecht and Okon 2000). El analisis gendmico y funcional de B. japonicum
E109, mostrdé que la cepa posee la informacidon para la biosintesis de AIA y que las vias
predominantes en E109 serian IAN (indol-3-acetonitrilo) y IAM debido a la ausencia del gen
para la enzima clave de la sintesis por la via de IPyA (Torres et al. 2013). A continuacion, en la
figura 3, se muestra un resumen de las vias de sintesis de AIA en B. japonicum.
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Figura 3. Rutas de la biosintesis de AIA dependiente de triptdfano. Las rutas de biosintesis de AIA
mostradas han sido implicadas tanto en planta como en microorganismos. Los genes que codifican las
enzimas indicadas con un asterisco se han clonado a partir de bacterias asociadas a las plantas
(Costacurta and Vanderleyden, 1995; Monteiro et al. 1988; Patten and Glick, 1996). Los genes que
codifican las enzimas triptéfano descarboxilasa (De Luca et al. 1989) y nitrilasa (Bartel and Fink, 1994;
Bartling et al. 1992; Bartling et al. 1994; Tsunoda and Yamaguchi, 1995) se han clonado a partir de

plantas.

1.5.2.2. Catabolismo de AIA en bacterias

El catabolismo se define como un proceso catalitico irreversible que implica la pérdida
de la actividad bioldgica de la hormona. En el caso del AIA el catabolismo puede llevarse a cabo
por medio de las siguientes reacciones quimicas:

1. Oxidacion que altera la cadena lateral.

2. Oxidacién que producen compuestos oxindol o dioxindol.

3. Apertura del anillo pirrol y otras reacciones.

4. Conjugacion con aminoacidos, carbohidratos o moléculas pequefias.

En esta ultima reaccion, no se produce un catabolismo de AIA propiamente dicho, sino
gue la molécula se inactiva al conjugarse con las moléculas mencionadas.

Las reacciones 1, 2 y 4 han sido caracterizadas en bacterias (Ernstsen et al. 1987;
Hutzinger and Kosuge, 1968; Mino, 1970) y plantas (Kinashi et al. 2014; Nonhebel and
Bandurski, 1984; 1985; Reinecke and Bandurski, 1983; Sandberg et al. 1987). Las reacciones
de tipo 3, solo se han descripto para bacterias como Arthobacter sp. (Mino, 1970) y
Pseudomonas sp. donde la via de catabolismo implica la formaciéon de los compuestos
intermediarios: escatol (3-metil indol); indoxilo (3-hidroxi indol); acido salicilico y catecol
(Proctor, 1958). En el caso de aislamientos de muestras obtenidas del aire la degradacién del
AIA ocurre con la formacién de acidos o-formaminobenzoilacético; o-aminobenzoilacético y
acido antranilico (Tsubokura et al. 1961).

Por otro lado, el AIA puede ser utilizado como fuente de C o N por parte de un
organismo (catabolismo asimilativo). Por ejemplo, se puede mencionar a Pseudomonas putida
cepa 1290 donde el AIA degradado sirve como fuente de Cy N para el crecimiento de la
bacteria por su alto valor nutritivo y la facil digestibilidad, permitiendo la presencia y la
expansién de las poblaciones de la bacteria en lugares donde el AIA estd presente. P. putida
1290 degrada el AIA hasta catecol mediante un cluster compuesto de 10 genes para la
asimilacion de AlA, los que codifican para enzimas que actian sobre el grupo indol, teniendo

estas proteinas una funcién reguladora o desconocida. Por otro lado, se identificaron grupos
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de genes iac similares en 22 genomas de especies bacterianas como por ejemplo P. putida GB-
1, Marinomonas sp. MWYL1, Burkholderia sp. 383, Sphingomonas wittichii RW1y Rhodococcus
sp. RHA1. B. diazoficciens USDA110 carece de la informacion genética que codifica para el
cluster iac, pero tiene una secuencia con alta homologia para el gen iacA el cual seria gen en
iniciar la degradacion de AIA (Leveau and Gerards 2008). Otra via propuesta, es aquella
descripta para los bradyrizobios, que supone el catabolismo de AlA a través de acido dioxindol-
3-acético, que luego se convierte a 2-dioxindol y por acciéon de una isatina reductasa a isatina,
luego una isatina amidohidrolasa lo convierte a acido aminofenil glioxilico (acido isatinico), el
que finalmente origina el acido antranilico (Olesen and Jochimsen, 1996). En la siguiente

figura, se muestra un resumen de las vias de catabolismo de AIA.
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Figura 4. Vias propuestas para el catabolismo de AlA. Catabolismo asimilativo u oxidativo.

1.5.2.3. Catabolismo de AIA en Bradyrhizobium japonicum

A comienzo de la década del 90 se evalud la capacidad de metabolizar (sintetizar y
catabolizar) el AIA en cepas de B. japonicum incluyendo la cepa B. diazoefficiens USDA110 y se
comprobd que algunas de ellas eran incapaces de producir esta hormona y sobre la base de
esta diferenciacion, junto a la capacidad de producir rhizobiotoxina y exopolisacaridos (EPS)
dividieron a la especie en dos genotipos, denominados Genotipos | y Il (Minamisawa and Fukai,
1991). Los autores propusieron que la diferencia de acumulacion de AIA podria tener dos
posibles explicaciones; la primera en el que las cepas del Genotipo | no solo producen AlA, sino

gue también pueden catabolizarlo y por ello que no se acumula en el sobrenadante del medio
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de cultivo; mientras que las cepas de Genotipo Il presentan un comportamiento opuesto.
Otros autores evaluaron la capacidad catabdlica de B. diazoefficiens USDA 110 y observaron
gue esta cepa es capaz de catabolizar la hormona y que la reaccidén seria dependiente de
oxigeno. Segln datos espectrofotométricos el anillo indol se romperia y la enzima encargada
de dicha reaccidn seria analoga a la triptéfano 2,3-dioxigenasa. También han propuesto que el
acido antranilico seria un producto de degradacién de esta via catabdlica (Egebo et al. 1991).
Jensen and Jochimsen (1995) aislaron los metabolitos de la degradacion de AIA de USDA 110y
los analizaron a través de cromatografia liquida (HPLC), y espectrometria de masas (MS); los
productos identificados indicarian una nueva via metabdlica en la que el AIA se oxida a acido
dioxindol-3-acético, luego a dioxindol; ocurriendo una nueva oxidacién que da como producto
isatina, el que luego este se hidroliza a acido glioxilico a-aminofenil (acido isatinico) para dar
como producto final de la reaccién acido antranilico. Estos autores proponen que el acido
antranilico sigue metabolizdndose a productos no identificados, no pudiéndose determinar
tampoco las enzimas encargadas de la degradacién de la hormona. Otros autores observaron
gue al adicionar AIA a una mutante de USDA110 hiperproductora de AlA, se acumulaba en el
medio de cultivo, un compuesto que se correlacionaba con el acido isatinico y dioxindol, sin
embargo al evaluar otra cepa de Bradyrhizobium sp. con las mismas caracteristicas que la
anterior, no se observaba la acumulacién de dichos compuestos. Este hecho, mds la ausencia
de la actividad de las enzimas isatina amidohidrolasa e isatina reductasa, hacen suponer que
una via catabdlica diferente podria estar operando en bacterias de este género (Jarabo-
Lorenzo et al. 1998).

Recientemente, Donati et al. (2013) evaluaron la actividad transcripcional de B.
diazoefficiens USDA110 posterior a la adicion de AIA al medio de cultivo. Estos autores
observaron un incremento en la expresion de genes relacionados con el estrés (proteinas de
shock térmico, frio y proteinas asociadas al mantenimiento de la integridad de las proteinas),
como también un incremento en la expresion de los genes de EPS. No pudieron determinar las
enzimas responsables de la degradacién de AlA, pero proponen dos enzimas como las
responsables del catabolismo de la hormona, la indol piruvato ferredoxina oxidorreductasa y la
triptofano 2,3-dioxigenasa, ya que fueron inducidas y tendrian un rol en el metabolismo de AIA
(Van Puyvelde et al. 2011; Egebo et al. 1991); sin embargo, no existen reportes posteriores que
confirmen esta hipodtesis. En trabajos previos llevados a cabo en nuestro laboratorio (Cassan et
al. 2011; Torres et al. 2014), determinamos la capacidad de B. japonicum E109 y/o de
sobrenadantes obtenidos de tales medios de catabolizar AIA en medio de cultivo definido. La
adicion exdgena de AIA a cultivos puros de esta cepa en fase exponencial de crecimiento

permitid comprobar una rapida disminucién de hasta un 50% de la concentracion de la
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hormona en las primeras 8 h posteriores al tratamiento y en menos de 24 h ya no se detecto el

compuesto inddlico tanto en el cultivo como en el sobrenadante de la cepa E109.

1.6. Peroxidasas en la degradacion de AIA

Las peroxidasas estan presentes en todas las plantas del planeta. Estas enzimas estdn
involucradas en una amplia gama de procesos fisioldgicos a lo largo de todo el ciclo de vida
vegetal, donde podemos destacar su intervencion en la germinacion, el crecimiento celular,
crecimiento de la pared celular, lignificacién, estrés bidtico y abidtico, simbiosis, nodulacidn,
micorrizacion y la senescencia de la planta. Las peroxidasas vegetales (Welinder 1992)
catalizan la reduccidn de H,0, (peréxido de hidrégeno) mediante la adopcidén de electrones a
diversas moléculas donantes, tales como compuestos fendlicos, precursores de lignina,
auxinas, o metabolitos secundarios (Hiraga et al. 2001). El AIA es un potente regulador del
crecimiento vegetal. La descarboxilacién oxidativa de AIA por peroxidasas vegetales se
considera una reaccion de degradacién de gran importancia vinculada con el control de los
niveles enddgenos de AIA (Gazaryan et al. 1996). El catabolismo de AIA por peroxidasas se ha
estudiado en numerosos sistemas biolégicos ademas de las plantas, y el requisito de la
presencia de co-factores y el H,0, varia entre especies. La degradacién de auxina por HRP
(Peroxidasa de rabano picante) puede ocurrir sin co-factores afiadidos, y en presencia o
ausencia de H;0, (Hinman and Lang, 1965). La oxidacién aerdbica de AIA catalizada por la
peroxidasa en ausencia de H,0,, dejaria como productos finales el indol-3-aldehido y oxindol
3-metileno aunque la sensibilidad del sistema a una variedad de pardmetros y la complejidad
de los productos de reaccion, como de los productos intermediarios de la enzima han
dificultado la dilucidacidn de la secuencia completa de las vias de reaccién y el mecanismo de
la activacidn de oxigeno (Grambow and Langenbeck-Schwich, 1983).

Una peroxidasa inducida por Ensifer sp. - (ex Sinorhizobium sp.), se expresa con rapidez
y de forma transitoria en las primeras etapas de interaccién con Medicago truncatula (Cook et
al. 1995). Esta peroxidasa podria, mediar en la alteracién de la pared celular y en la formacidn
del hilo de infeccién en el desarrollo de ndédulos tempranos (Salzwedel and Dazzo 1993). Las
auxinas se acumulan en el sitio de iniciacion de nédulos y posteriormente disminuyen durante
la formacion del primordio nodular (Mathesius et al. 1998; Penmetsa et al. 2003). El aumento
de peroxidasas durante nodulacién podria estar relacionado con el control de los niveles de
auxina en las raices. De hecho, algunas peroxidasas de clase lll oxidan las auxinas y asi podrian
controlar indirectamente la formacién de nddulos a través del catabolismo de tales

compuestos (Savitsky et al. 1999; Mathesius, 2001).
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En resumen, el catabolismo de AIA en B. japonicum E109, ha sido estudiado
parcialmente en diferentes rizobios del mismo orden, género o especie y por el abordaje de
diferentes mecanismos. A la fecha, no existe un modelo definitivo que permita comprender el
catabolismo de AIA en B. japonicum E109 razdn por la cual en este trabajo de tesis de grado

nos enfocamos en comprender el modelo que opera en esta bacteria.
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2. HIPOTESIS

En base a los antecedentes, se sugiere la siguiente hipdtesis de trabajo.

2.1. Hipétesis general
El catabolismo de acido indol-3-acético en B. japonicum E109 depende de la actividad
de un compuesto del tipo enzimatico secretado al medio de cultivo y con capacidad de oxidar

esta molécula.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivos Generales
1. Evaluar el comportamiento de cultivos puros de Bradyrhizobium japonicum E109 en su
capacidad de catabolizar acido indol-3-acético en diferentes condiciones

experimentales.

3.2. Objetivos especificos
1. Identificar el agente bioldgico responsable del proceso catabdlico de la hormona en
cultivos puros de B. japonicum E109 y analizar los resultados desde el punto de vista
fisioldgico.
2. Evaluar la actividad y capacidad de la enzima responsable del catabolismo.
3. Generar variantes genotipicas para dicha funcién metabdlica y evaluar su

comportamiento molecular, microbiolégico y fisioldgico.



LFVIPM
. Benavidez, lliana Magali
4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Material Biolagico.
B. japonicum E109 fué provista por el Banco de cepas del IMyZA-INTA Castelar y B.
elkanii SEMIA 5019 por el Banco de cepas de Embrapa de Brasil.

4.2. Metodologia general para la cuantificacion de AIA por espectrofotometria.

Se tomaron 1000 pl del cultivo bacteriano y se colocaron en un tubo pldastico de tipo
eppendorf de 1,5 ml de capacidad. Se centrifugd a 10.000 rpm por 10 min y se filtré con filtros
Millipore de 0.2 um. Se tomaron 500 pl del sobrenadante y se mezclaron con 500 pl del
reactivo de Salkowski (Salkowski, 1885) (7,9 M H,SO, y 12,5 g/l FeCl;) agitando 10 veces en
forma de inversidn y suavemente. Se incubd por 30 min en completa oscuridad y se midid la
absorbancia en un espectrofotémetro a 530 nm. Con los datos de absorbancia se obtuvo un
promedio de 3 réplicas de la muestra (réplica experimental) y 3 réplicas del tratamiento
(réplica bioldgica) y se hizo el calculo de concentracidn por el uso de la ecuacién obtenida de
una curva patréon generada con soluciones entre 0,1- 50 mM de AlA puro. La concentracion de
AIA se expresa en pg.ml?. La preparacidon de los medios y soluciones, de las metodologias

detalladas hasta aqui, se encuentran en el Anexo.

4.3. Evaluacidn del catabolismo de AIA en sobrenadantes de B. japonicum E109.

Se inoculd un frasco de vidrio de 250 ml de capacidad, conteniendo 100 ml de caldo de
cultivo EMA (Vincent 1970) con la adicién de 10 mg.I? L-triptéfano, con un pre-cultivo de
Bradyrhizobium japonicum E109. El cultivo se incubd en estufa a 302C y con una agitacion de
180 rpm. Una vez que el cultivo llegd a una DOses=0,6 (aproximadamente 72 h)
correspondiente a principio de la fase exponencial, se colocé 50 ml del cultivo en un tubo
pldstico cénico de igual capacidad que se centrifugd a 8000 rpm por 15 min a 42C. Se repitio el
ciclo de centrifugacion para logar la maxima separacion del sobrenadante. Luego de obtener el
sobrenadante se tomaron 5 ml del mismo. Este modelo experimental se realizé por triplicado y
para cada condicidn experimental, para un total de 6 tubos de ensayo. Los tratamientos
realizados se resumen a continuacion:

1. Sobrenadante de E109 con 10 pg.ml?t de AIA.

2. Sobrenadante de E109 con agua destilada.

Los tubos se incubaron a la temperatura y en agitacion como se menciond
previamente, y se tomaron muestras periddicas del sobrenadante, cada 2 h y hasta la
finalizacion del experimento, donde se cuantific6 AIA por el método de cuantificacion de

Salkowski (1885). Al cultivo se le hizo los controles de pureza en placa de Petri conteniendo
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agar EMA (Vincent, 1970) para observar el desarrollo tipico del microorganismo y agar TSA
(Tripteina de soya) para la deteccidn de microorganismos contaminantes dado que este medio

inhibe el desarrollo de bradyrhizobios.

4.4. Evaluacion de actividad catabdlica del AIA en sobrenadantes de B. japonicum E109
desnaturalizados mediante calor.

Se obtuvo un cultivo de B. japonicum E109 y se repitié la metodologia descripta en el
punto 4.3. Una vez que se obtuvo el sobrenadante del cultivo se tomaron 5 ml y el proceso se
repiti6 para un total de 6 tubos de ensayo, donde 3 de ellos fueron sometidos a
desnaturalizacion por accién de calor. La desnaturalizacién del sobrenadante mediante un
bafio a 902C durante 10 min. Este modelo experimental se realizd por triplicado y para cada
condicidn experimental. Los tratamientos realizados se resumen a continuacién:

1. Sobrenadante de E109 con 10 pg.ml? de AIA.

2. Sobrenadante de E109 desnaturalizado con 10 pg.ml? de AIA

Los tubos se incubaron en las mismas condiciones antes mencionadas, y se tomaron
muestras periddicas de sobrenadante, cada 2 h y hasta la finalizacién del experimento para la
cuantificacion de AIA (Salkowski, 1885) y se realizaron los controles de pureza
correspondientes.

Como consecuencia de los resultados obtenidos y para dilucidar si una enzima del tipo
peroxidasa producida y liberada al medio de cultivo por B. japonicum E109 es la principal

responsable del catabolismo de AlA, se desarrollaron los siguientes ensayos.

4.5. Deteccidn de la actividad peroxidasa en sobrenadantes de B. japonicum E109.

Se cultivd la bacteria bajo las condiciones mencionadas en el punto 4.3. El
procedimiento consistié en determinar actividad por el método espectrofotométrico continuo
a 37°C, con o-dianisidina 0,63 mM y peréxido de hidrégeno 0,5 mM como sustrato, empleando
como solucidn buffer acetato de sodio/4cido acético 0,1 M; pH 5,3. Se siguid el aumento de
absorbancia a 470 nm durante 1 min originado por la aparicién del producto coloreado de la
reaccién [bis (3,3’ —dimetoxi-4-amino) azo-bifenilo] (e= 11,3 mM™*cm™). La actividad obtenida
se expreso en Unidades de enzima. Considerando que 1 U representa la cantidad de enzima

capaz de oxidar 1 umol de sustrato por min.
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4.6. Evaluacion del catabolismo de AIA en sobrenadantes de B. japonicum E109 modificados
con la adicién exégena de peroxidasa de rabano picante (HRP).

B. japonicum E109 se cultivé como se describidé en el punto 4.3 y se realizaron los
controles de pureza. Se tomé 50 ml del cultivo y se centrifugd a 8000 rpm por 15 min. Se tomé
5 ml del sobrenadante y se colocé en un tubo estéril. Este proceso se repitié para un total de 6
tubos de ensayo, donde 3 de ellos fueron sometidos a una desnaturalizacidn con calor como se
describié en el punto 4.4. Este modelo experimental se realizé6 por triplicado y para cada
condicidn experimental. Los tratamientos realizados se resumen a continuacion:

1. Sobrenadante de E109 con 20 pg.ml* de AlA 'y 20 pl de HRP.

2. Sobrenadante de E109 desnaturalizado con 20 pg.ml™* de AlAy 20 ul de HRP.

La solucién de AlA, se esterilizé en filtros Millipore de 0.22 um. Los tubos se incubaron
en las mismas condiciones, y se tomaron muestras peridédicas de sobrenadante, cada 2 h y
hasta la finalizacion del experimento, donde se cuantificd la concentracion de AlA.

Nota: Utilizamos la concentracion de (20 pg.ml?), dado que es el doble de lo que produce

Azospirillum brasilense, y esta cepa se usa como referencia en la produccién de la hormona.

4.7. Evaluacion del catabolismo de AIA en sobrenadantes de B. japonicum E109 modificados
con la adicion exégena de H;0,.

Una clase de enzima peroxidasa, funciona con un oxidante que es el H,0,, mientras
gue la otra clase de peroxidasa funciona sin el oxidante mas comunmente conocidas como
catalasas. A continuacion del experimento 4.6, se evalud si con el agregado de H,0, aumenta
la velocidad en la degradacién de AIA en E109 a expensas de la actividad de la enzima.

B. japonicum E109 se cultivd, se realizé el control de pureza y se obtuvo el
sobrenadante del cultivo bajo las condiciones mencionadas en el punto 4.3. Se tomé 5 ml del
mismo y se colocd en un tubo estéril, un total de 6 tubos. Este modelo experimental se realizd
por triplicado y para cada condicidon experimental. Los tratamientos realizados se resumen a
continuacién:

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

2. Sobrenadante de E109 con 10 pg.