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Resumen del proyecto

Las leguminosas son el segundo grupo mds abundante de plantas de nuestro planeta. Formada por mds 19000 especies, esta
familia estd ampliamente distribuida, desarrolldndose en pastizales, bosques, bordes de rios y arroyos y en zonas desiertas
tanto en climas tropicales como templados. Muchas de las leguminosas tienen la particularidad de formar asociaciones
simbiodticas benéficas con bacterias del suelo conocidas como rizobios, durante la cual se realiza la fijacidn bioldgica del
nitrégeno (FBN). Esta capacidad le permite desarrollarse con escaso aporte de nutrientes y de mejorar el suelo en el que
crecen lo que ha llevado al empleo de leguminosas en sistemas productivos.

La eficiencia de la simbiosis formada por el par leguminosa-rizobio, depende en gran medida de la seleccidon de rizobios
adecuados. Esta seleccion es especifica e involucra un complejo didlogo entre ambos organismos. Por lo tanto, entender los
mecanismos implicados en el establecimiento de simbiosis efectivas nos permitiria hacer un uso consciente y eficiente de esta
riqueza natural.

Nuestro pais cuenta con mds de 190 especies de leguminosas nativas. El estudio de los rizobios a los que estdn asociados
mostré una gran diversidad. En particular, encontramos la presencia de un grupo de rizobios muy poco estudiados, pero
ampliamente distribuidos en nuestro territorio. Estos rizobios pertenecen a los géneros Paraburkholderia y Cupriavidus y se
conocen como Beta-rizobios. Estos hallazgos nos llevaron a comenzar una linea de investigaciéon que buscar entender los
mecanismos implicados en la interaccidon entre leguminosas nativas y los beta-rizobios. Para esto, hemos desarrollado un
modelo de estudio formado por la leguminosa Mimosa pudica y el rizobio autéctono Cupriavidus sp. UYMMa02A. Nuestros
estudios nos han permitido identificar genes y proteinas bacterianas que nunca antes habian sido relacionados al
establecimiento de relaciones simbidticas. En el presente proyecto propusimos estudiar en profundidad la funcién de estos
genes y proteinas.

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biolégicas / Biologia Celular, Microbiologia / Microbiologia Agricola
Palabras clave: Cupriavidus / leguminosas / Fijacién biolégica de nitrégeno /

Antecedentes, problema de investigacidn, objetivos y justificacion.

Las leguminosas son sin duda una de las familias vegetales con mayor importancia en nuestro planeta. Compuesta por mds de
19000 especies, tienen una distribucién cosmopolita y presentan gran variabilidad en su porte o hdbito, encontrdndose desde
acudticas hasta xeréfitas, desde rastreras a trepadoras, desde drboles de gran porte a pequefias hierbas anuales (1,2). Esta
familia contiene especies que tienen una importancia fundamental para la economia humana siendo alimento tanto para el
hombre como para el ganado. Entre estas se encuentran especies como soja, mani, poroto, garbanzo, lentejas, alfalfa, lotus,
vicia, etc.

Una de las caracteristicas mds sobresalientes de esta familia de plantas es su capacidad de formar asociaciones simbiéticas
con bacterias del suelo conocidas como rizobios. Como parte de esta asociacidn se forman unas estructuras caracteristicas,
llamadas nddulos, en las raices o tallos de las leguminosas hospederas, dentro de los cuales se lleva a cabo el proceso de
fijacidn bioldgica de nitrégeno (FBN). Debido a que el nitrégeno es un elemento esencial para el desarrollo de todos los seres
vivos, la capacidad de fijar nitrégeno otorga a las leguminosas una ventaja a la hora de colonizar suelos pobres, por lo que
estas plantas han sido frecuentemente utilizadas como abono verde, para la recuperacion de ambientes degradados, asi como
para la fitorremediacién, ademds de su cldsico uso como alimento (3,4).

La FBN es un proceso fundamental durante el cual el nitrégeno atmosférico gaseoso es reducido a formas orgdnicas
asimilables por los seres vivos. La capacidad de realizar la FBN es exclusiva de bacterias y archeas y se encuentra
distribuido ampliamente a nivel filogenético. Las asociaciones simbidticas entre rizobios y leguminosas son responsables de
introducir en los ecosistemas terrestres entre 50 y 80 millones de toneladas de nitrégeno a través de la FBN, siendo por lejos el
proceso mds eficiente (5,6).

Los rizobios, contrariamente a la gran diversidad de microorganismos capaces de realizar FBN, abarcan un grupo reducido de
bacterias clasificados dentro de las subdivisiones alfa y beta de las proteobacterias (7,8). Histéricamente los primeros
rizobios descritos y los mds estudiados hasta la fecha, pertenecian todos a las alfa-proteobacterias, recién en el afno 2001 se
describieron los primeros representantes pertenecientes al grupo de las beta-proteobacterias, acundndose los términos alfa-
rizobio y beta-rizobios desde ese momento (9,10). Mientras que los alfa rizobios comprenden mds de 50 especies, distribuidas
en 9 géneros, hasta el momento solamente se han descrito 3 géneros de beta-rizobios (Trinickia, Paraburkholderia y
Cupriavidus) de los que se han descrito unas pocas especies (11,12). La mayor parte de los beta-rizobios descritos estdn
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asociados a leguminosas pertenecientes a las Mimosoideas, incluyendo a mads de 50 especies de mimosas (11), sin embargo, se
han descrito beta-rizobios capaces de formar asociaciones simbidticas efectivas con especies de importancia agronémica
mundial tales como poroto (13—15) y soja (16).

En nuestro pais, la presencia de beta-rizobios asociados a leguminosas fue reportada por primera vez por nuestro grupo de
investigacion (17). A partir de este trabajo realizamos muestreos de nédulos de leguminosas nativas en diferentes partes de
nuestro pais encontrando una gran variedad de especies de leguminosas naturalmente noduladas por beta-rizobios (18—20). En
este momento disponemos en el laboratorio una coleccidn de 60 cepas de los géneros Cupriavidus y Paraburkholderia aisladas
a partir de nédulos de 20 especies distintas de leguminosas nativas. Interesantemente y contrariamente a lo observado en
Brasil, la gran mayoria de las bacterias aisladas a partir de nédulos obtenidos de mimosas nativa pertenecen al género
Cupriavidus (21). Mas adn ninguna de las cepas de Cupriavidus aisladas pertenece a la especie C. taiwanensis sino que
estarian mds emparentadas con otras especies del género Cupriavidus tales como C. necator y C. pinatubonensis, sugiriendo
gue la diversidad de especies de Cupriavidus simbidticos seria mayor a la pensada y que nuestro pais podria ser un sitio de
origen de diversidad para este género bacteriano.

Si bien se han realizado importantes avances en el estudio de la diversidad y distribucion de beta-rizobios, la mayor parte de
los conocimientos que poseemos sobre el establecimiento de la simbiosis entre rizobio y sus leguminosas hospederas
provienen de modelos en los que se han empleado alfa-rizobios (22,23). En este sentido el modelo simbidtico beta-rizobio-
leguminosas abre una nueva perspectiva en el estudio del establecimiento de simbiosis entre microorganismos y hospederos
eucariotas. En los ultimos afnos, nuestro grupo de investigacién, asi como otros, hemos abordado el estudio de la los
mecanismos implicados en este tipo de simbiosis empleando una abordaje gendmico-funcional. Como primer paso se han
secuenciado los genomas de diversos beta-rizobios (24—28), estableciéndose como modelos para estudiar los cambios que
ocurren en el simbionte microbiano en distintas etapas de la interaccién. En una segunda etapa se han seleccionado diversos
modelos microbianos para su estudio. Nuestro grupo emplea como modelos las cepas de Cupriavidus necator UYPR2512 (17) y
la cepa de Cupriavidus sp. UYMMa02A (21) empleando aproximaciones de transcriptémica, proteémica y metabolémica, tanto
en vida libre como durante su interaccion con la leguminosa hospedera Mimosa pudica (29,30). A nivel mundial, cabe destacar
los trabajos realizados por los grupos liderados por la Dra. Gabrielle Pessi y el Dr. Lionel Moulin, empleando los modelos
Paraburkholderia phymatum durante su interaccién con Phaseolus vulgaris (31,32) y Cupriavidus taiwanensis con Mimosa
pudica (33) respectivamente. Todos estos trabajos han permitido identificar diversos genes y proteinas que estarian
involucradas en la interaccién simbiética entre beta-rizobios y leguminosas hospederas. El préximo paso es profundizar en el
estudio de cada uno de estos genes, proteinas y vias metabélicas identificados, si queremos determinar su rol e importancia en
la interaccién simbiética.

A través del proyecto FCE_1_2014_1_104338 “Gendmica funcional de la interaccidn Cupriavidus-Mimosa”, hemos determinado,
mediante el empleo de aproximaciones dmicas, un importante nimero de genes y proteinas expresados diferencialmente por la
cepa UYMMa02A cuando la misma es expuesta a la presencia de flavonoides inductores de los genes nod o cuando es cultivada
en presencia de su planta hospedera, Mimosa pudica (30,34). Por su parte mediante el proyecto FCE_1_2017_1_156520 “Andlisis
de la proteostasis de un beta-rizobio durante el establecimiento de la simbiosis con su hospedero mediante ribosome profiling y
protedémica de alto rendimiento” pudimos definir un importante conjunto de genes y proteinas de la cepa UYMMa02A expresados
diferencialmente en presencia de exudados de la planta hospedera Mimosa pudica. Estos genes, proteinas y vias metabdlicas
son la base de la presente propuesta.

Nuestra hipétesis de investigacidn es que los genes, proteinas y vias metabdlicas inducidos o reprimidos en presencia de
flavonoides, exudados radiculares o durante el co-cultivo UYMMa02A-Mimosa pudica, tienen un rol en el establecimiento de
simbiosis efectivas entre beta-rizobios y leguminosa hospederas. Por lo tanto, entendemos que el esclarecimiento de la funcién
e importancia de estos genes, tanto en vida libre como durante las distintas etapas de la interaccién, contribuird a un mejor
entendimiento de los mecanismos subyacentes al establecimiento de simbiosis benéficas eficientes entre beta-rizobios y
leguminosas hospederas.

Considerando estos antecedentes, el objetivo general de este proyecto fue la identificacion y caracterizacion de genes,
proteinas y vias metabdlicas importantes en el establecimiento de relaciones simbiéticas eficientes entre beta-rizobios y
leguminosas. Como objetivos especificos propusimos i) Obtencién de mutantes en genes expresados en distintas etapas de la
interaccion rizobio-leguminosa; ii) Determinar la importancia de los genes seleccionados durante la vida libre de Cupriavidus;
iii) Determinar la importancia de los genes seleccionados durante la interaccidon Cupriavidus-Mimosa y iv) Estudiar la dindmica
de la expresidn de genes involucrados en la interaccion rizobio-leguminosa.

Metodologia/Disefio del estudio

El objetivo principal de esta linea de investigacidn es la identificacién y caracterizacidn de genes, proteinas y vias metabdlicas
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importantes en el establecimiento de relaciones simbidticas eficientes entre beta-rizobios y leguminosas hopederas. Uno de
nuestros modelos favoritos es la cepa UYMMa02A perteneciente al género Cupriavidus y su planta hospedera Mimosa pudica.
UYMMa02A fue originalmente aislada de nédulos de Mimosa magentea (21), una leguminosa nativa (35) que crece naturalmente
en el paraje de Abra de Zabaleta en el Departamento de Lavalleja, Uruguay. El andlisis filogenético de esta cepa, mostré que
forma un clado separado al de las especies conocidas para este género, sugiriendo que se trata de una nueva especie de
Cupriavidus (21). La secuenciacidn de su genoma (24) y andlisis de identidad nucleotidica con especies cercanas (ANI)
permitieron comprobar esta hipdtesis, por lo que se estd en proceso de proponer un nombre para esta especie de rizobio
nativo (Sandes et al., en preparacion). Posteriormente se encontraron cepas pertenecientes a esta nueva especie, asociadas a
diversas leguminosas nativas del género Mimosa en distintas partes de nuestro pais (19-21), sugiriendo que esta especie se
encuentra adaptada a las condiciones climaticas y eddficas de nuestro territorio, valorizando ain mds su estudio. Decidimos
utilizar la cepa UYMMa02A para profundizar el estudio de la interaccién entre beta-rizobios y plantas hospederas. En este
sentido, la leguminosa Mimosa pudica constituye un buen modelo ya que es una planta nativa de Sudamérica, tiene un rdpido
crecimiento, se adapta a condiciones gnotobidticas y hay semillas comerciales, ademds su genoma ha sido publicado (36).
Empleando aproximaciones 6micas, hemos descrito genes y proteinas expresados diferencialmente por la cepa UYMMa02A
cuando la misma es expuesta a la presencia de flavonoides inductores de los genes nod o cuando es cultivada en presencia de
una planta hospedera (30). Es asi que, para poder determinar la importancia de estas moléculas en la interaccion simbiética,
propusimos estudiar la funcion especifica de estos genes y establecer su participacidn en la formacidn de asociaciones
simbidticas eficientes con plantas hospederas. Para poder cumplir con estos objetivos, propusimos en primer lugar corroborar
la expresion diferencial de los genes identificados, en segundo lugar, generar una coleccion de cepas derivadas de UYMMa02A
en la que la expresidn de estos genes esté modificada (silenciados o sobreexpresados) y, en tercer lugar, evaluar el efecto de
estos cambios en la vida libre de la bacteria y en las diferentes etapas del establecimiento de la simbiosis.

Para corroborar la expresion diferencial de los genes y proteinas identificadas, empleamos la técnica de Real-timePCR (RT-
gPCR). Para la generacién de la coleccion de mutantes se utilizé un sistema de doble recombinacién que permite quitar
fragmentos de ADN sin dejar huellas (37,38). Debido a que este método no fue tan eficiente como pensdbamos, decidimos
implementar una metodologia basada en el sistema CRISPR-Cas9 para bacterias gram-negativas (39). Para esto, enviamos al
Bach. Ignacio Eastman a una pasantia de entrenamiento en el laboratorio de Microbiologia Sintética Medioambiental del Centro
Nacional de Biotecnologia (CNB), del Consejo Superior de Investigacidn y Ciencia (CSIC), Espafa. Para estudiar el efecto de la
sobreexpresion de los genes seleccionados, estos se clonaron en el vector pSEVA238, replicable en Cupriavidus spp., de forma
que la expresion de estos genes quedd bajo el control del promotor meta, inducible en presencia de 3-metil-benzoato (40).

El fenotipo de las mutantes obtenidas fue evaluado mediante ensayos de interaccién con plantas en condiciones controladas
(17,41,42). Para esto se utilizaron plantas de Mimosa pudica, Mimosa polycarpa, Mimosa uragiiensis y de la hospedera original,
Mimosa magentea. Se cuantificd la capacidad de colonizaciéon radicular, la tasa de nodulacién, el nUmero y peso de nddulos por
planta y la capacidad de promover el crecimiento vegetal mediante la cuantificacién del peso seco de las plantas inoculadas
con las cepas modificadas, respecto a la cepa salvaje, utilizando protocolos descritos (17,37,43). Para la caracterizacidn in
vitro de las cepas modificadas, se realizaron curvas de crecimiento en medio de cultivo ricos y medios definidos usando
diversas fuentes de carbono, asi como su crecimiento en presencia de metales. Ademds, se caracterizé la sensibilidad de las
cepas mutantes a especies reactivas de oxigeno y crecimiento en condiciones de estrés dcido y alcalino, empleando protocolos
rutinariamente utilizados en nuestro departamento (41,42,44,45). Para determinar la expresion temporal de los genes en
presencia de exudados radiculares, se evalué su expresion mediante RT-gPCR.

Resultados, andlisis y discusién

1) Confirmacidn de la expresion diferencial de genes involucrados en distintas etapas de la

interaccion bacteria-planta.

El primer paso del proyecto consistié en verificar la expresidn diferencial de los genes bacterianos seleccionados en presencia
de exudados radiculares de la leguminosa hospedera Mimosa pudica. Para esto, en primer lugar, seleccionamos genes de
referencia Gtiles para la técnica de qPCR en la cepa Cupriavidus sp. UYMMa02A (Tabla 1, anexo). Usando como molde el mismo
ADNc que fuera utilizado para el andlisis de expresion mediante secuenciacién masiva en el proyecto FCE_1_2017_1_156520,
logramos confirmar la expresion diferencial de 20 genes seleccionados (Figura 1, anexo). Estos resultados permiten validar los
resultados obtenidos anteriormente, aportando nuevas evidencias sobre la participacién de estos genes en las primeras
etapas de la interaccién rizobio-leguminosa.

2) Obtencién de mutantes en genes bacterianos seleccionados
Una vez confirmada la expresion diferencial de 20 de los genes seleccionados, procedimos a la construccion de los pldsmidos
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mutagénicos, necesarios para la construccidn de las mutantes por reemplazo. La técnica para la obtencién de mutantes habia
sido pueste en prdctica previamente en nuestro laboratorio, observdndose qué, aunque con baja eficiencia, permite la
obtencidn de mutantes en genes blanco en la cepa UYMMa02A (34).

2.1 Construccién de plasmidos mutagénicos

Con la finalidad avanzar en la descripcién de los mecanismos moleculares de la interacciéon UYMMa02A-Mimosa pudica, se
construyeron 20 pldsmidos mutagénicos (Tabla 1, anexo), dirigidos a genes expresados diferencialmente en distintas etapas de
la interaccidn, asi como

genes involucrados en la interaccién rizobio-leguminosa en otros modelos.

2.2 Obtencion de mutantes por recombinacién

Durante el proyecto FCE_1_2014_1_10438 se logré obtener una mutante en la que se elimind el gen nodD empleando la técnica
propuesta. En el presente proyecto intentamos reproducir los resultados obtenidos y hacer mds eficiente el proceso ya que se
tenia como objetivo generar mutantes en todos los genes seleccionados. Una vez construidos y secuenciados los pldsmidos
mutagénicos, se generaron las co-integraciones, en las que los pldsmidos son insertados, mediante recombinacién dirigida, en
el genoma de UYMMa02A. Esta etapa no representé mayores dificultades y se obtuvieron todas las cepas recombinantes
buscadas. La siguiente etapa consiste en introducir un segundo pldsmido, quien expresa la nucleasa ISce-I, encargada de
generar un corte en la doble hebra del ADN y de esta forma estimular la doble recombinacién que llevaria a la generacién de
las mutantes buscadas. Tenemos en nuestro laboratorio varios pldsmidos que expresan la nucleasa bajo la influencia de
distintos promotores. En los pldsmidos pSWGm y pSEVA638-S, el gen de la nucleasa estd bajo el control del promotor meta, el
cual se induce en presencia de 3-metil-benzoato (37,38). Como forma de optimizar la concentracién de inductor a utilizar, asi
como analizar la cinética de induccién génica en UYMMa02A, empleamos el vector pFOO01 (46), en el cual el gen gfp estd bajo el
control del promotor meta en el pldsmido pSEVA238 (40). Estos ensayos nos permitieron definir que al usar una concentracién
de 1uM de 3MB, se logra la induccién de la expresién del gen bajo la accién del promotor meta con una cinética lineal entre las 5
y las 25hs (Figura 2, anexo).

Siguiendo con este protocolo se logr6 obtener una mutante en el gen arsR, el cual codifica para un posible factor de
transcripcion que regula la expresion del operon ars (Figura 3, anexos). Este segundo caso de éxito demuestra que el protocolo
generado funciona, sin embargo, a pesar de haber invertido importantes esfuerzos, no fuimos capaces de obtener las demds
mutantes propuestas mediante este mecanismo. Esto nos motivé a explorar un mecanismo alternativo para la obtenciéon de
mutantes usando un sistema de recombinacion asistido llamado Recombineering /CRISPR-Cas9 (39).

2.3 Puesta a punto de un protocolo para la obtencién de mutantes por Recombineering /CRISPR-Cas9.

Debido a la baja eficiencia en la obtenciédn de mutantes usando el sistema de recombinacién homéloga, decidimos intentar
poner a punto una nueva técnica de edicién de genomas. En este caso nos basamos en el protocolo desarrollado por Aparicio y
colaboradores (39) y enviamos al estudiante de posgrado Ignacio Eastman a formarse en el Laboratorio de Biologia Sintética
Ambiental del Centro Espaiol de Biotecnologia, CSIC, Espaia. Los resultados obtenidos muestran que el sistema de
recombineering es funcional en nuestra cepa, puesto que fue posible la obtencién de mutantes puntuales (cambio de una base
por otra) evidenciado por la obtencién de cepas resistentes a la estreptomicina. De forma complementaria, el sistema Cas9
también fue validado en nuestra cepa, ya que su uso genera un corte en el ADN letal para la cepa. Sin embargo, no fue posible
combinar ambas metodologias para lograr cepas con la delecidn de genes completos.

Por lo tanto, decidimos hacer un cambio drdstico en la estrategia y en lugar de seguir intentado la obtencién de mutantes, nos
propusimos estudiar el efecto de la sobreexpresion de los genes seleccionados.

2.4. Construccion de plasmidos de sobreexpresion.

Como alternativa a la construccién de mutantes, decidimos evaluar el efecto de la sobreexpresién de los genes previamente
identificados, en el fenotipo de la cepa UYMMa02A. Para esto utilizamos el pldsmido pSEVA238, el cual tiene un origen de
replicacion funcional en Cupriavidus sp., porta un gen de resistencia a la Kanamicina (Km) y tiene la posibilidad de regular la
expresion de genes que se clonen delante del promotor meta en el sitio de clonado mdltiple (40). Para asegurar la expresion de
los genes clonados, colocamos delante del ATG de inicio de cada gen, una secuencia de unién a ribosomas (RBS) candnica
(Figura 4). Siguiendo este protocolo logramos generar 6 vectores conteniendo diferentes genes seleccionados: nodD, arsR,
uspA, acr3, pvsk y ppiD (Tabla 3 y figura 5).

3) Ensayos de colonizacién radicular
El efecto de las mutaciones en los genes reguladores nodD y arsR en la colonizacién radicular de plantas de Mimosa pudica fue
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evaluada mediante ensayos de competencia con la cepa salvaje. En estos ensayos las plantas fueron inoculadas con cada
cepa por separado, asi como en mezcla 50:50 (wt:mutante). A distintos tiempos post-inoculacidn, se cuantificaron las bacterias
adheridas a las raices en placas con medio sélido (Figura 7). Para facilitar la identificacion de las cepas, las mismas fueron
marcadas con el transposén mTn7-gfp (47). De esta forma, es posible cuantificar las colonias que corresponden a cada cepa,
contando las colonias bajo luz UV (Figura 7). Los resultados obtenidos indican que la capacidad de colonizacidn de las raices de
Mimosa pudica, no se ve afectada por las mutaciones en los genes nodD ni arsR.

4) Ensayos de nodulacién

Para evaluar el fenotipo de las cepas mutantes se realizaron ensayos de nodulacidn en los que se evalud la velocidad de
nodulacién (ndmero de nddulos en funcién del tiempo) (Figura 8, anexos), asi como la promocién del crecimiento vegetal
cuantificada mediante la altura y peso seco de las plantas inoculadas (Figura 9). Como controles se usaron plantas no
inoculadas y plantas inoculadas con la cepa salvaje. También se realizaron ensayos de competencia empleando cepas
marcadas. En este caso se usaron las variantes del mTn7-gfp y mTn7-cherry para marcar una u otra cepa (Figura 10a). Para
evaluar la competencia, las plantas se inocularon con mezclas 50:50, 90:10 y 10:90 de las cepas a ensayar. Se recuperaron los
nodulos 30 dias post-inoculacidn y se colocé una gota de una dilucién de su contenido en la superficie de placas de Petri con
medio YMA para su identificacién (Figura 10b). Los resultados obtenidos (Tabla 3) muestran por un lado que la presencia del
mTn7-cherry tuvo un peso metabdlico mayor que el mTn7-gfp. Esto se evidencid en el cambio de proporciones observadas
entre los datos de competencia A y B mostrados en la tabla 3 (anexos). Al utilizar el transposén con que codifica la proteina
Cherry, la cepa perdié capacidad de competencia

5) Caracterizacidén fenotipica de las mutantes

Ademds del fenotipo en planta expuesto en los pdrrafos anteriores, el fenotipo de las cepas mutantes UYMMa02A::?nodD y
UYMMa02A::?arsR asi como el de las cepas que sobreexpresan los genes nodD, arsR, uspA, acr3, pvsE y ppiD fue evaluado in
vitro mediante curvas de crecimiento en medio liquido, la capacidad de formacién de biofilms, la capacidad de nado
(Swimming) y la resistencia a metales pesados.

Para la mutante ?nodD, los resultados obtenidos muestran un aumento en la capacidad de nado, junto a una concomitante
disminucién de la capacidad de formar biofilms (Figura 11). Este defecto no se reflej6 en la cinética de nodulacion, en el nimero
de ndédulos formados ni en la capacidad de promocion del crecimiento vegetal en M. pudica. Por su lado la mutante ?arsR
mostréd un aumento en sensibilidad al arsénico, un fenotipo inverso al esperado debido a su funcién como represora de un
sistema de detoxificacién de este metal (Figura 12).

6) Complementacion de mutantes seleccionadas

Los pldmidos sobreexpresantes también fueron usados para complementar a las mutantes ?nodD y ?arsR. Para esto los
pldsmidos pSEVA238-nodD (pNodD) y pSEVA238-arsR (pArsR) fueron transferidos a las cepas UYMMa02A, UYMMa02A::?nodD y
UYMMa02A::?arsR respectivamente. La efectividad de la complementacién se corroboré mediante gPCR y ensayos in vitro. La
cepa UYMMa02A::?7nodD forma un halo de mayor tamano que el formado por la cepa salvaje, cuando se crece en placas M9
conteniendo 0.2% de agar. El aumento en la movilidad tipo swimming observado, indica que la mutacion en el gen nodD afecta
este tipo de movimiento. Tal como se espera, al introducir el pldsmido pSEVA238-nodD en la cepa mutante, la movilidad es
restaurada a niveles similares a los observados para la cepa salvaje, indicando que existe complementacién mediada por el
plasmido (Figura 11).

El efecto de sobreexpresién del gen arsR fue evaluado tanto en la cepa salvaje como en la cepa mutante ?arsR, mediante la
introduccion del plasmido pArsR en ambas cepas. Como control se utilizaron las cepas conteniendo el vector parental vacio
pseva238. La presencia multicopia del gen arsR provocé una serie de cambios en el comportamiento de ambas cepas, los
cuales se manifestaron con mayor intensidad en el contexto génico de la cepa salvaje (Figura 13). En primer lugar, se observo
un menor crecimiento de las cepas conteniendo el plasmido pArsR solo cuando las mismas fueron incubadas en presencia del
inductor 3-metil-benzoato (3MB), indicando que la expresidn aumentada de este regulador seria el responsable del fenotipo
observado (Figura 13). En segundo lugar, observamos un aumento de la sensibilidad de las cepas a la presencia de cadmio
(Figuras 15). Finalmente, también observamos un aumento de la sensibilidad a la presencia de NaCl (Figura 16). El hecho de que
estos efectos se observen solamente en presencia del pldsmido pArsR y cuando se incluye al inductor 3MB, podria sugerir que
la sobreexpresion de este regulador transcripcional tiene efectos pleiotrdpicos en el crecimiento de la bacteria. En este sentido
es posible que un aumento en el nimero de copias de este regulador transcripcional genere una unién inespecifica al ADN,
perturbando la expresidn de genes no-blanco. Sin embargo, también es posible hipotetizar que exista una conexién entre el
metabolismo del arsénico y otros metales. Estas y otras hipdtesis serdn analizadas en futuras investigaciones.
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7) Dindmica de la expresion in vivo de genes posiblemente implicados en la interaccién bacteria-planta

Con la finalidad de analizar el comportamiento de los genes seleccionados durante la interaccién con la planta, decidimos
determinar la dindmica de la expresidn de los mismos en presencia de exudados. Para analizar la respuesta temprana, las
bacterias fueron crecidas en medio M9 y luego se incubaron durante 30 minutos, 1 hora, 2 horas y 4 horas con exudados
radiculares. Para analizar la respuesta a tiempos mayores: 8hs, 12hs, 24hs, las bacterias se crecieron directamente en M9
suplementado con exudados. A los tiempos indicados, se tomaron alicuotas de los cultivos, se lavaron y se extrajo el ARN total.
Cada ensayo se realizd por cuatriplicado. Los niveles de expresion de los genes se cuantificaron mediante gPCR tal como fuera
descrito en materiales y métodos.

Los resultados obtenidos muestran una dindmica de expresidn que no refleja los resultados obtenidos previamente (Tabla 4). El
resultado mds llamativo fue que la mayor parte de los genes que habian sido seleccionados por su sobreexpresién en los
experimentos de ARNseq (Figura 1), no mostraron cambios significativos en su expresion. De los genes que mostraron cambios
significativos en su expresién (resaltados en verde en la tabla 4), mostraron un comportamiento inverso a lo determinado
previamente. Tal es el caso de los genes copB y copC, los cuales se vieron reprimidos consistentemente durante todo el
experimento. En este sentido es posible que ligeras variaciones en la obtencién de los exudados radiculares provoquen
cambios en su composicidn que a su vez se vea reflejado en cambios en la expresion génica. Serd necesario profundizar en
estas variaciones para poder sacar conclusiones robustas sobre el este comportamiento. De todas maneras, el hecho de que
veamos cambios en la expresion de varios de los genes seleccionados (13/29) indica que estdn implicados en las adaptaciones
de UYMMa02A al estimulo de los exudados radiculares y por ende en la interaccidn simbidtica con plantas hospederas.

Conclusiones y recomendaciones

Los mecanismos moleculares subyacentes a la interaccién entre beta-rizobios y leguminosas hospederas han sido muy poco
estudiados. En comparacidn con la informacidn que se tiene sobre las interacciones que involucran alfa-rizobios, es muy poco
lo que se sabe sobre los genes y proteinas implicados en los primeros pasos de la interaccidn, una etapa clave para la
formacion de simbiosis efectivas. La cepa UYMMa02A representa una nueva especie dentro del género Cupriavidus (Sandes,
Garabato y colaboradores, en elaboracidn). Esta cepa fue aislada en nédulos de la leguminosa nativa Mimosa magentea en un
suelo rico en metales de Lavalleja (21). Esta cepa es capaz de formar asociaciones simbidticas efectivas con varias especies
de Mimosa nativas y con la planta modelo Mimosa pudica. Ademads, hemos encontrado cepas muy similares a esta especie
naturalmente nodulando mimosas en diferentes zonas de nuestro pais (19,20). Usando a la cepa UYMMa02A como modelo
hemos intentado, durante los ultimos 8 anos, esclarecer los mecanismos implicados en la interaccién con plantas hospederas.
Para esto hemos secuenciado su genoma, estudiado la expresién génica y proteica en distintas etapas de la interaccién, asi
como desarrollado herramientas moleculares para su estudio (24,30,48). El presente proyecto nos permitié avanzar en la
caracterizacién de genes que responden al estimulo de la presencia de la planta y que no necesariamente habian sido
previamente relacionados con el proceso simbiético. Cabe destacar la funcidn del regulador nodD modulando la formacién de
biopeliculas y el movimiento de tipo swimming en UYMMa02A asi como la intervencién de genes relacionados al metabolismo de
cobre y otros metales en la respuesta de la bacteria a la presencia de la planta. También es vdlido asumir que no pudimos
avanzar tanto como se hubiese querido con este proyecto. Sin embargo, esto es parte del riesgo que asumimos al decidir
trabajar con cepas bacterianas salvajes en lugar de cepas modelo ya establecidas. Este desafio nos obliga a plantear
continuamente nuevas estrategias y seguir formdndonos como investigadoras e investigadores. En este sentido quiero resaltar
gue ademads de los resultados obtenidos con nuestro modelo bioldgico, el presente proyecto permitié la formacidn de dos
estudiantes de grado, culminar los estudios de dos magister y una doctoranda, asi como la participacién de una investigadora
posdoc. El trabajo desarrollado por este equipo fue presentado en eventos nacionales e internacionales y permitié un
crecimiento de todas las personas involucradas.

AlUn nos queda mucho camino por recorrer si queremos completar un modelo que explique los mecanismos implicados en la
interaccion simbiética entre estos organismos, por lo tanto, seguiremos presentando propuestas y formando investigadoras e
investigadores en una temdtica que tiene tanto para ofrecer desde lo bdsico y en sus posibles aplicaciones en el desarrollo de
sistemas productivos sustentables.
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