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Resumen del proyecto

El establecimiento de relaciones simbidticas entre rizobios y leguminosas hospederas esta finamente regulado, exigiendo
una expresion génica coordinada entre ambos organismos. Esta coordinaciéon comienza cuando los organismos se
reconocen mutuamente mediante el intercambio de sefales en la rizédsfera y culmina con la formacién de érganos
especializados en la raiz de las plantas hospederas, los nddulos, en los cuales las bacterias llevan a cabo el proceso de
fijacion biolégica de nitrégeno (FBN). La FBN es un procesoecoldgico de capital importancia sin embargo la mayor parte de
la informacion que tenemos acerca de este proceso ha sido obtenida mediante el estudio de modelos simbidticos que
emplean rizobios pertenecientes al grupo alfa de las proteobacterias (alfa-rizobios). En nuestro pais hemos encontrado
rizobios pertenecientes a los géneros Cupriavidus y Burkholderia (Beta-rizobios) asociados a varias especies de
leguminosas nativas. Considerando la escasisima informacién disponible y la relevancia ecolégica de este modelo,
proponemos estudiar el intercambio de sefales y cambios fisiolégicos que ocurren durante el establecimiento de una
simbiosis efectiva entre la cepa UYMMa02A de Cupriavidus y la leguminosa Mimosa polycarpa. Combinaremos técnicas
analiticas, Ribosome profiling y shotgun proteomic para estudiar pasos claves de la interaccién. Las técnicas 6micas
propuestas nos permitirdn estudiar el conjunto de ARN mensajeros activamente traducidos y el perfil de proteinas totales,
asi como los fendmenos de regulacion transcripcional y traduccional a los cuales estd sujeto este modelo bacteriano
durante la simbiosis con su hospedero. La integracidn de los datos dmicos y de quimica analitica, nos permitird definir la
proteostasis (Homesotasis proteica) del beta-rizobio Cupriavidus sp. UYMMa02A y elaborar un modelo que indique las
principales senales y vias metabélicas implicadas en el establecimiento de una asociacién simbiética efectiva entre beta-
rizobios y leguminosas hospederas, lo cual es indispensable para el disefio y aplicacién de sistemas simbiéticos
sustentables.

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioquimica y Biologia Molecular / Transcriptéomica,
traductomica y Protedmica

Palabras clave: Proteémica masiva / perfil ribosémico / beta-rizobios /

Introduccién

El Departamento de Bioquimica y Genémica Microbiana (BIOGEM) del IIBCE, cuenta con una extensa experiencia e
infraestructura para el estudio de microorganismos promotores del crecimiento vegetal. Una de nuestras lineas de
investigacidn se ha centrado en el estudio de las estrategias empleadas para mantener la homeostasis de hierro y otros
metales en dos bacterias del suelo capaces de formar asociaciones benéficas con plantas: Sinorhizobium meliloti y
Herbaspirillum seropedicae (31-36). Por otro lado nuestro grupo se ha abocado en el aislamiento y caracterizacion de
bacterias promotoras del crecimiento vegetal asociadas tanto a leguminosas nativas como a diversos cultivos
comerciales tales como arroz, cana de azucar, sorgo, canola y festuca (37-40). Justamente en uno de estos trabajos,
enfocado en la caracterizacion de bacterias diazétrofas asociadas a una de las especies de leguminosas arbéreas
nativas con mayor potencial maderable, el Angico (Parapiptadenia rigida), se identificaron por primera vez en nuestro pais
beta-rizobios pertenecientes a los géneros Cupriavidus y Burkholderia, capaces de promover el crecimiento de esta planta
tanto en inverndculo como en campo (41). Estos descubrimientos nos llevaron a profundizar en la caracterizacién de
rizobios asociados a leguminosas nativas, en particular pertenecientes a la subfamilia Mimosoideae, a lo largo de todo
nuestro pais. Como resultado de estos estudios se lograron identificar y caracterizar bacterias simbiontes de mas de 20
especies de leguminosas nativas de nuestro pais (27, 42).

La diversidad de beta-rizobios encontrados nos llevé a trabajar en estrecha colaboracién con el Departamento de
Genomica del IIBCE para realizar estudios de gendmica comparativa mediante la secuenciacién y andlisis de 10 genomas
de cepas de beta-rizobios (Postdoctorado Andrés Iriarte, 14). Paralelamente, en el marco del proyecto ANII
FCE_1_2011_1_6580, y la beca de post-doctorado PD_NAC_2012_1_7537 otorgada al Dr. Raul Platero, se han desarrollado
vectores y herramientas moleculares adecuadas para el estudio de beta-rizobios. Estos antecedentes nos permitieron
proponer el proyecto FCE_1_2014_104338 “Gendmica funcional de la interaccidn Cupriavidus-Mimosa”, llevado adelante en
colaboracidn entre los Departamentos de BIOGEM y Gendmica del IIBCE y cuenta con la participacion del Dr. Martin
Baraibar de Oxyproteomics (Paris Francia), experto en la aplicaciéon de la técnica de DIGE y la Dra. Rosario Durdn de la
Unidad Mixta IIBCE/IPmont de Bioquimica y Protedémica Analiticas (43). El objetivo principal de este proyecto es evaluar
los cambios que ocurren en la bacteria durante los primeros pasos de la interaccién simbiética antes de que ocurra el
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contacto fisico. Los avances realizados hasta el momento permitieron la puesta a punto de técnicas para la extraccion y
andlisis de ARN y proteinas,

asi como la identificacion de una veintena de proteinas bacterianas expresadas diferencialmente en respuesta a la
presencia de la planta. El proyecto ha tenido un fuerte énfasis en la formacién de recursos humanos; Laura Sandes en el
marco de su trabajo de postgrado ha recibido entrenamiento en el andlisis de la expresion diferencial de proteinas
mediante DIGE y en la identificacidn de proteinas mediante MALDI-TOF, mientras que Cecilia Rodriguez-Esperén se ha
formado en el drea de extraccion de ARN y purificacion de ARN mensajeros. Teniendo en cuenta estos antecedentes, el
presente proyecto propone profundizar el estudio de los cambios que ocurren durante la interaccién simbidtica analizando
la proteostasis (homesotasis de proteinas) bacteriana durante el intercambio de sefales en la rizdsfera, la colonizacidn
radicular y en el nédulo maduro. Para llevar adelante estos estudios proponemos dos enfoques complementarios; por un
lado empleando la técnica de “ribosome profilling”, implementada con éxito en el Departamento de Gendmica (46),
determinaremos los niveles de traduccién de todo el transcriptoma celular en los mencionados pasos de la interaccion.
Paralelamente investigaremos el perfil de proteinas totales expresadas por el simbionte bacteriano en cada una de las
condiciones mediante el uso de protedmica por shotgun, o secuenciacién masiva de proteinas, técnica disponible
Unicamente en nuestro pais en la Unidad de Bioquimica y Proteémica Analiticas. Adicionalmente analizaremos el perfil
metabdlico de los exudados producidos por la planta hospedera en los distintos pasos de la interaccidn haciendo uso de la
plataforma analitica disponible en nuestro Instituto y en estrecha colaboraciéon con los responsables de los mismos,
expertos en el andlisis de flavonoides, flavonas e isoflavonas (47-50). De esta manera en el presente proyecto proponemos
utilizar técnicas de vanguardia junto al trabajo sinérgico de 4 reconocidos grupos de investigacién para estudiar los
mecanismos subyacentes en el establecimiento de una simbiosis efectiva entre bacterias y leguminosas nativas.

El establecimiento de una relacién simbiética efectiva entre rizobios y leguminosas es un proceso dindmico que involucra
un complejo intercambio de sefales y una regulacién coordinada de la expresién génica entre los organismos
involucrados. Sin embargo la informacidn disponible hasta ahora y los modelos validados

han sido establecidos utilizando un grupo reducido de organismos modelo, en los cuales se han empleado microorganismos
simbiontes pertenecientes a la familia Rhizobeacea en el subgrupo alfa de las proteobacterias (alfa-rizobios).
Contrariamente existe escasa informacion acerca de los mecanismos utilizados por rizobios de los géneros Cupriavidus y
Burkholderia, pertenecientes al subgrupo Beta de las proteobacterias(beta-rizobios). Considerando la relevancia que tiene
este tipo de asociaciones en los ecosistemas nativos de nuestro pais, el presente proyecto busca generar informacion que
permita determinar las bases moleculares de la interaccién entre beta-rizobios y sus leguminosas hospederas. Para esto
proponemos analizar desde un punto de vista “omico” los cambios adaptativos que ocurren a nivel fisiolégico en el
simbiote bacteriano en etapas clave de la interaccidn con su hopedero. Las aproximaciones “omicas” estdn dirigidas a
estudiar en conjunto todas las capacidades de un organismo mediante la generacién de gran cantidad de datos y uso de la
bioinformatica para su interpretacidn. Mientras que la gendmica estudia la composicién genética de un organismo, la
transcriptémica estudia la expresion de estos genes. La traductémica por su lado estudia la fracciéon de los ARNm que
estdn siendo activamente traducidos por los ribosomas dando una idea mas real del conjunto de proteinas que estdn
siendo sintetizadas en una situacion dada. Las técnicas protedmicas permiten el estudio de todas la proteinas presentes
en un organismo en un momento dado. Todas estas aproximaciones aportan informacién complementaria, de modo que la
integracidén de los datos obtenidos mediante distintos enfoques permite describir detalladamente los cambios que ocurren
en un organismo ante cualquier estimulo. Para llevar adelante el presente proyecto hemos seleccionado el modelo
simbidtico compuesto por la cepa bacteriana UYMMao2A perteneciente al género Cupriavidus y la leguminosa Mimosa
polycarpa. Utilizando este modelo estudiaremos tres pasos fundamentales que ocurren durante la interaccién (Figura 1,
anexo): I) Bacteria en vida libre: Esto ocurre cuando la bacteria se encuentra en la zona influenciada por la raiz de la
planta

hospedera (rizéfera) y se supone que es el primer paso de la interaccién. La planta, durante su desarrollo secreta grandes
cantidades de exudados a través de sus raices, entre ellos dcidos orgdnicos, aminodcidos, azucares y diversos
flavonoides influenciando la estructura del suelo y del microbioma asociado (51-53). En los modelos aceptados, existen
flavonoides que son especificamente reconocidos por posibles bacterias simbiontes, activando en ellas la expresién de
genes capaces de sintetizar y exportar moléculas de naturaleza lipo-quito-oligosacdrida que a su vez son reconocidas por
la planta, activando los programas de rediferenciacién necesarios para la produccidn del néddulo a partir de los tejidos
meristematicos (10). EL andlisis del genoma de UYMMa02A muestra la existencia de un operdn que contiene genes
necesarios para la sintesis (nodABC) y exportacidn (nodJI) asi como un gen (nodD) que codifica para un regulador
transcripcional del tipo AraC. Sin embargo la existencia de un solo (o dos) posible sitios de unién del regulador al genoma y
la necesidad de altas concentraciones de flavonoides purificados para lograr la activacién de los genes implicados en la
sintesis de factores nod sugieren que existen vias alternativas de comunicacién entre los organismos hospederos. El
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andlsis del perfil de moléculas presentes en los exudados radiculares de Mimosa polycarpa tanto en presencia como en
ausencia del simbionte bacteriano podrd ayudarnos a identificar posibles moléculas implicadas en la comunicacién
simbiotica. Paralelamente analizaremos en profundidad los cambios que ocurren en el traductoma y proteoma de la
bacteria cuando la misma crece en presencia de la planta. Los resultaods esperados a través de las técnicas propuestas
nos permitirdn proponer una lista de posible moléculas senal asi como profundizar en los procesos de regulacién y vias
metabdlicas implicadas en esta primer etapa de la interaccion. II) Bacterias adheridas a la raiz: El

siguiente punto que serd estudiado es cuando la bacteria se encuentra adherida a la superficie de la raiz de la planta
hospedera (Figura 1, anexo; Figura 4 (54). Se han descrito varias estructuras de superficie, principalmente polisacdridos,
implicados en el reconocimiento mutuo de los organismos simbidticos. Este tipo de reconocimiento es fundamental para
determinar la compatibilidad de la interaccidn y evitar la respuesta inmune vegetal (10, 16—22). Una de la respuestas
vegetales a la presencia de la bacteria es la formacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) por lo que se espera que la
bacteria active mecanismos de deteoxificacion a través de la expresion de peroxidasas, catalasas y superdxido-
dismutasas (13, 19, 20). En esta etapa la expresidon y secrecidn de proteinas a través de los numerosos sistemas de
secrecion puede tener un rol fundamental (55-58). El genoma de UYMMa02A codifica para sistemas de secrecion del tipo
III, IV y VI (14), por lo que seria interesante determinar la importancia de estos sistemas en la simbiosis beta-rizobio-
leguminosa. El enfoque metodolégico propuesto nos permitird evaluar la participacidn de estos

sistemas asi como la expresion de posibles moléculas efectoras secretadas a través de los mismos. I1I) Bacterias dentro
de los nédulos maduros: Una vez superadas las etapas de acercamiento y reconocimiento, las bacterias ingresan hacia el
interior de la raiz a través de un hilo de infeccidn que las lleva hacia las células meristematicas que dardn origen al
nédulo (13, 19). Una vez dentro de la planta, la bacteria depende totalmente de los nutrientes suministrados por su
hospedero, sufriendo profundas modificaciones de su metabolismo para adaptarse a esta nueva condicién (19). En
particular durante la simbiosis Cupriavidus-Mimosa, se ha visto que la expresidn del gen nodB continda activa en esta
etapa (54), pero no se sabe nada mas del resto de los posibles mediadores de la simbiosis. Lograr estudiar la expresion
global génica dentro del nédulo maduro aportaria informacién crucial para explicar la relacién simbidtica entre estos dos
organismos.

Metodologia/disefio del estudio

Con la finalidad de estudiar los cambios que ocurren durante el establecimiento de la simbiosis entre el beta-rizobio
Cupriavidus sp. UYMMAOQO2A con una leguminosa hospedera, seleccionamos 3 etapas de la interacciéon para analizar la
proteostasis bacteriana: I-La primer etapa que se analizard serd el efecto que tiene la presencia de los exudados
radiculares de la planta hospedera sobre su par simbidtico bacteriano. II-La segunda etapa estudiada serd el momento en
gue la bacteria se encuentra adherida a la raiz de la planta hospedera. III-Finalmente intentaremos estudiar la
proteostasis de la bacteria cuando la misma se encuentra en el interior de los nédulos maduros (Figura 1, anexo).

Para determinar el perfil de metabolitos presentes en los exudados de la planta en presencia o ausencia de su par
simbidtico emplearemos protocolos previamente puestos a punto en nuestro instituto (47, 48, 59, 60). Los exudados
radiculares serdn obtenidos de plantas creciendo durante una semana en condiciones controladas de luz y temperatura en
medio mineral liquido con baja disponibilidad de nitrégeno y en presencia o ausencia de células bacterianas (61). Utilizando
la plataforma analitica del IIBCE analizaremos la presencia de dcidos orgdnicos, aminodcidos, azicares y compuestos
fendlicos en los exudados mediante técnicas analiticas (HPLC y GC).

Para llevar adelante los estudios de proteostasis utilizaremos las técnicas de Ribosome profilling y protedmica de alto
rendimiento o shotgun. La técnica de Ribosome Profiling es capaz de determinar a escala gendmica, qué ARNs mensajeros
se encuentran traduciéndose en un momento dado de la vida celular y en qué proporcién en términos relativos.
Bdsicamente la técnica consiste en extraer y purificar los polisomas activos de las células, realizar un ensayo de
proteccidén de ARNsas sobre los mismos, y purificar los fragmentos protegidos (62, 63) para su posterior secuenciacién
masiva y su andlisis bioinformatico (62, 64, 65). Estos fragmentos son conocidos como huellas ribosomales pues denotan
la posicién en la que se encontraba un ribosoma, como parte de un polisoma activo (66). En paralelo se realiza un RNA-seq
o transcriptoma de la misma condicién a estudiar con el objeto de evaluar simultdneamente cambios en traduccién y
transcripcion estimando el pardmetro de eficiencia traduccional. EL mismo se trata de un cociente que vincula el nivel de
traduccion de un ARNm con su nivel transcripcional. Esto Gltimo resulta de utilidad para identificar regulacién a nivel
traduccional, esperando resultados del cociente mayores a 2 en mRNAs que cambian su traduccién pero no su
transcripcion o menores a 0.5 en casos donde la traduccién se reprima. Como corolario también es posible observar
cambios regulatorios transcripcionales. La implementacién de esta técnica en el modelo simbiético rizobio-leguminosa
tendrd ciertamente un importante impacto a nivel cientifico y académico. Es importante resaltar que el Departamento de
Gendmica del IIBCE cuenta con experiencia en la aplicacion exitosa de esta técnica (46).
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Para cada punto experimental se prepararan bibliotecas de secuenciaciéon masiva de dos tipos: una transcriptéomica y
otra a partir de huellas polisomales. Para esto se seguirdn protocolos previamente puestos apunto en nuestro laboratorio.
Para la purifiacidn de los polisomas se utilizardn protoclos basados en su ultracentrifugacién de acuerdo a protocolos
descritos (71). Para esto las bacterias obtenidas en cada condicidn, serdn lisadas mediante French Press en presencia de
inhibidores de la traduccidn. Las células no lisadas y fragmentos mayores serdn removidos por centrifugacién y los
polisomas presentes en el sobrenadante aislados mediante ultracentifugacién utilizando un gradiente de sacarosa. Se
verificard la presencia de polisomas midiendo la absorbancia a 260nm a través del gradiente usando un detector UV en
linea. Los polisomas obtenidos serdn tratados con nucleasas y los fragmentos protegidos (28 a 30 nt) se purificaran a
partir de un gel de poliacrilamida desnaturalizante. Se evaluard la calidad de los ARN obtenidos y se construirdn
bibliotecas similares a las preparadas para ARN pequenos. Luego de la secuenciacidn, el mapeo de reads obtenidos, la
estimacién de niveles traduccionales y la eficiencia se hard en el Departamento de Gendmica, utilizando como base de
referencia el genoma de UYMMa02A ensamblado y anotado previamente por nuestro grupo (14). Para la deteccidn de
expresion diferencial o la abundancia relativa de huellas polisomales de genes, se utilizard el paquete edge.R (72). Se
utilizard el andlisis Gene Ontology para detectar vias metabdlicas con cambios significativos en estudios del
transcriptoma completo mediante el programa GOseq (v1.4.0) (70). Un limite FDR de 5% serd utilizado como limite de
significancia.

Dado que la cantidad de células y la calidad y nivel de purificacidon de los polisomas que pueden recuperarse a partir de los
nédulos, puede ser limitante para llevar adelante estos andlisis proponemos como alternativa emplear la técnica de
ribosome-tag (73, 74). En este caso usariamos como modelo bacteriano una cepa derivada de UYMMa02A en la cual las
proteinas ribosomales Sé6 y L11 serdn reemplazadas en el cromosoma por versiones que contengan en su extremo N-
terminal una colita de histidina o His-Tag, permitendo su purificacién mediante IMAC. Esto incrementaria la eficiencia de
recuperacién de los ribosomas bacterianos presentes en una muestra compleja como lo es el nédulo vegetal. Para
construir estas variantes bacterianas utilizaremos un sistema basado en la recombinacién homéloga inducida por

corte en la doble hebra de ADN, para reemplazar los genes deseados por versiones conteniendo las colitas de histidina
(72). En este caso los nddulos colectados serdn lisados en presencia de inhibidores de traduccién al igual que se describié
mas arriba. A partir de los sobrenadantes clarificados se implementard la purificacion de los polisomas bacterianos por
afinidad utilizando columnas de Ni-NTA, capaces de capturar a las proteinas con colas de histidina. Posteriormente se
aislard el ARN de las fracciones purificadas por afinidad y se enviarian a secuenciar. La abundancia de ARN se calculard
mediante RNA-seq como se detallé mds arriba. Mediante este procedimiento, aunque no se pueden estimar tasas de
traduccién, si se puede identificar que ARN se encuentran traduciendo en la bacteria dentro del nédulo. En caso de que la
recuperacién de ARNm a partir de los ribosomas taggeados sea limitante, utilizaremos sistema de amplificacién de ARN
disefiados para muy bajas cantidades (Ovation amplification systems, NUGEN).

Por su lado la estrategia de shotgun para los andlisis protedmicos propuestos permite el andlisis simultdneo o masivo de
todas las proteinas presentes en una mezcla compleja. Esta estrategia tiene la ventaja de que no es necesario realizar
una separacién previa de las proteinas mediante electroforesis en gel y si se dispone de una buena base de datos sobre el
organismos en estudio, tiene alta sensibilidad y requiere bajas cantidades de material de partida (Figura 3, anexo).
Utilizando esta aproximacidn se identificardn aquellas proteinas presentes exclusivamente en una u otra condicién, asi
como aquellas proteinas presentes envarias condiciones con diferentes niveles de expresion (75, 76). Estos andlisis
permitirdn ademds identificar modificaciones pos-traduccionales tales como niveles de fosforilacidon y posibles
glicosilaciones. Para la extraccidn de proteinas totales, las bacterias lavadas serdn resuspendidas en tampén de
extraccion (77). Luego de lo cual la suspensidn serd centrifugada (15min, 20000Xg, 4°C). El sobrenadante serd conservado
0-20°C hasta su utilizacidn. La identificacidn de las proteinas se hard mediante espectrometria de masa. Para ello se
utilizard la estrategia de tipo “shotgun”, donde la mezcla de proteinas se digiere con tripsina y los péptidos generados se
separan por nano-HPLC en fase reversa acoplado a un espectrémetro de masa hibrido Quarupolo-Orbitrap con una fuente
nanospray (Q exactive Plus, Thermo). La asignacion de la identidad se realizard mediante comparacion de datos obtenidos
a partir de espectros de MS y MS/MS de los iones peptidicos con las digestiones y fragmentaciones tedricas de proteinas
en bases de datos, utilizando Patternlab como motor de bldsqueda (75). Utilizando esta misma herramienta bioinformdtica
se identificardn aquellas proteinas presentes exclusivamente en una u otra condiciéon, asi como aquellas proteinas
presentes en varias condiciones con diferentes niveles de expresién. La cuantificacién se llevard a cabo mediante la
técnica de conteo de espectros (76). Este tipo de andlisis se realizan en forma rutinaria en la Unidad Mixta IIBCE-IPMont de
Bioquimica y Proteomica Analiticas.

La combinacién de los datos obtenidos mediante quimica analitica, ribosome profilling y proteomica nospermitird elaborar
un modelo en el que se identifiquen las principales vias metaboélicas y sistemas de regulacién involucrados en el
establecimiento de la simbiosis, incluyendo la identificacion de conjuntos de genes que se regulan en la transcripcion,
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traduccidén o postraduccionalmente. Con la finalidad de corroborar la importancia de las posibles vias identificadas, se
seleccionaran blancos para la generacidn de mutaciones limpias en el genoma de las bacterias y se evaluarad el fenotipo
simbidtico de acuerdo con protocolos establecidos previamente en nuestro laboratorio. Se utilizard un sistema basado en
la recombinacién homoéloga inducida por corte en la doble hebra de ADN, para eliminar los genes deseados (78). Para el
clonado de genes, complementacion de mutantes y andlisis de fusiones con genes reporteros se empleard la coleccidn de
pldsmidos pSEVA disponible y empleada con éxito en nuestro laboratorio (79). El fenotipo de las mutantes obtenidas serd
evaluado mediante ensayos de interaccion con plantas en condiciones controladas. Entre otros datos se cuantificard la
colonizacidén radicular, la cinética de nodulacién, el numero de nddulos por planta y la capacidad de fijar nitrégeno de los
mismos, en caso de que se formen, utilizando protocolos descritos.

Resultados, andlisis y discusién

Con el objetivo general de determinar las bases moleculares de la interaccién entre beta-rizobios y sus leguminosas
hospederas, en el presente proyecto nos propusimos 4 objetivos especificos:

1. Analizar los cambios a nivel del compartimento traduccional activo (polisomas) de Cupriavidus UYMMa02A mediante
Ribosome profiling durante el establecimento de la simbiosis con la leguminosa hospedera Mimosa polycarpa.

2. Analizar los cambios a nivel del estado estacionario de proteoma de Cupriavidus UYMMa02A mediante proteomica
shotgun de alto rendimiento durante el establecimiento de la simbiosis con la leguminosa hospedera Mimosa polycarpa.

3. Estudiar la produccion de moléculas senal durante la interaccién Cupriavidus-mimosa mediante aproximaciones de
guimica analitica.

4. Integrar los resultados obtenidos mediante un modelo que explique la dindmica temporal de la interaccion entre Beta-
rizobios y sus leguminosas hospederas.

Puesta a punto de la técnica de ribosome profilling en Cupriavidus sp. UYMMaO02A. El primer paso para lograr llevar
adelante el primer objetivo fue la puesta a punto de la técnica de Ribosome profilling en el modelo Cupriavidus sp.
UYMMa02A. A grandes rasgos, la técnica consiste en extraer y purificar los polisomas activos de las células, realizar un
ensayo de proteccion de ARNsas sobre los mismos y purificar los fragmentos protegidos (huellas ribosomales) para su
posterior secuenciacién masiva y andlisis bioinformdtico. Estas huellas ribosomales revelan la posicidn exacta en la que
se encontraban los ribosomas al momento de la transcripcién. EL mayor reto fue la obtencién de polisomas y de las huellas
ribosomales en concentracién y tamano adecuado para su secuenciacion. En este sentido los pasos claves que se
debieron optimizar fueron el nimero de células de partida, la obtencién del extracto celular de forma rdpida y sencilla
para evitar la degradacién del ARN y finalmente, la digestién de los polisomas con la enzima benzonasa (la cual degrada
todo el ARN salvo las regiones protegidos por los ribosomas) para obtener las huellas ribosomales. La purificacion de las
huellas ribosomales se realizé mediante separacién en geles de acrilamida, recorte de las bandas de tamano esperado y
recuperacion a partir del gel. La puesta a punto de estas actividades fue posible gracias a la participacién de varios
integrantes del Departamento de Genémica del IIBCE. Luego de mas de un aio de ensayo y error, se logré un protocolo
mediante el cual partiendo de 150mL de un cultivo en fase exponencial de Cupriavidus sp. UYMMa02A, se recuperaron
350mg de peller celular, el cual fue rapidamente lisado empleando esferas de silice y luego sometido a ultracentrifugacion
para la obtencién de una fraccién enriquecida en polisomas de la bacteria. Esta fraccion fue tratada con 6 unidades de la
nucleasa Benzonasa y posteriormente purificada, obteniéndose huellas ribosomales con la calidad y concentracién
necesarias para su secuenciacion. El esquema general y protocolo completo se incluyen en el Anexo I.

Andlisis de la expresidn de los genes nod en presencia de luteolina. La puesta a punto del protocolo de ribosome profilling,
nunca antes utilizado en una bacteria de este género, nos permitié pensar en el siguiente paso. En la propuesta original
pensamos en aplicar esta técnica en distintos pasos de la interaccidn, sin embargo, la cantidad de material de partida
necesario excluy6 inmediatamente su utilizacién para el estudio de las bacterias adheridas a la raiz o dentro del nédulo.
Por lo tanto, pensamos en emplear esta aproximacion para analizar la respuesta bacteriana a la presencia del flavonoide
Luteolina, un inductor de genes nod en varias bacterias, incluyendo Cupriavidus taiwanensis. Con el objetivo de determinar
la concentracion de flavonoide a usar asi como los tiempos de incubacién necesarios para la activacién de los genes de
nodulacidn, introducimos en UYMMa02A, un pldsmido conteniendo una fusiéon transcripcional entre el promotor del gen
nodB, primero del operén nod, y el gen reportero lacZ. De esta forma cuando se diera la induccién de los genes nod,
veriamos expresidn de la betagalactosidasa codificada por lacZ. Como controles de estos experimentos empleamos a las
cepas de Cupriavidus necator UYPR2.512 y Cupriavidus taiwanensis LMG19424. Mientras que en las cepas control
observamos un rdpido aumento de la actividad Beta-gal, en tan solo 2 horas y usando concentraciones tan bajas como
1nM, la cepa UYMMa02A no mostrd variaciones en la actividad enzimatica (Figura 2. Anexo I). Estos resultados fueron
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parte de la tesina de grado de la Lic. Carolina Croci y pueden verse aqui (https://hdl.handle.net/20.500.12008/25999). Este
resultado nos indica que la luteolina no seria un inductor de los genes nod en UYMMa02A por lo que decidimos estudiar los
cambios en la expresiéon génica de UYMMO2A en presencia de exudados radiculares de la planta hospedera Mimosa pudica.

Cambios en la expresion génica de UYMMa02A en respuesta a exudados de Mimosa pudica. El siguiente paso fue entonces
obtener extractos celulares de la cepa UYMMa02A crecida en presencia de exudados radiculares de Mimosa pudica.

El protocolo para la obtencién de los exudados se detalla en el anexo I, brevemente lo que hicimos fue mantener las raices
de plantas de Mimosa pudica en agua durante una semana, recoger el liquido conteniendo los exudados, filtrarlo y usarlo
para preparar el medio de cultivo M9 citrato. La proporcidn utilizada fue de 1 planta por cada mL de agua con exudado, asi
para preparar 150mL de medio de cultivo, se partié de los exudados de 150 plantas.

Obtenidos los exudados, pasamos a crecer a la cepa UYMMa02A en M9 con exudados, condicién a la que llamamos
induccion y en M9 sin exudados, condiciédn que llamamos control. Se realizaron 4 cultivos por cada condicién. Las
bacterias se recuperaron y se prepararon los extractos celulares de la forma descrita mas arriba. El extracto obtenido
se dividié reservando una parte para los andlisis de expresidn proteica, una parte para la transcriptémica y 8 partes para
la obtencidon de los polisomas y andlisis de los fragmentos de ARN protegidos (Figura 1, anexos).

Los fragmentos de ARN protegidos y el ARN total fueron purificados y enviados para su secuenciaciéon en Macrogen (Corea
del Sur). En ambos casos se obtuvieron cerca de 30 millones de lecturas apareadas (pair-end) de alta calidad. Los detalles
se describen en el anexo I (Tablas 1a 4).

Usando un criterio de seleccién de genes que mostraron un cambio en la expresién (Fold-change) de al menos 2 y un valor
de probabilidad ajustada (p-value) menor a 0,05, identificamos unos 100 genes expresados diferencialmente con una muy
buena correlacién entre lo observado a nivel transcripcional (RNAseq) y traduccional (Ribosome-profilling). Las tablas
completas con los genes mapeados se encuentran en el Anexo I (Tablas STa S4). En ambos casos la mayoria de los genes
sobreexpresados se mapearon al cromosoma 1, mientras que los reprimidos se distribuyeron mas homogéneamente entre
el cromosoma 1, el cromosoma 2 y el pldsmido simbidtico pSym. Para determinar la relevancia bioldgica de estos
hallazgos clasificamos los genes identificados en categorias COG y analizamos las vias metabdlicas afectadas usando la
base de datos KEGG. Con respecto a las categorias COG, se observé que todos los genes considerados se distribuyen en 17
de un total de 21 categorias, lo cual indica que los exudados radiculares de M. pudica tienen un amplio efecto sobre el
comportamiento y funcionamiento de UYMMa02A. En particular en los genes sobreexpresados se vieron enriquecidas, las
categorias C (produccién y conversion de energia) y P (transporte y metabolismo de iones inorgdnicos), mientras que en
los genes subexpresados o reprimidos se enriquecieron las categorias L (replicacidn y reparacién y O (modificaciones
post-traduccionales, recambio proteico, funciones chaperonas) frente a la exposicidn a exudados (Figura 4 anexo I). Por
otro lado, en cuanto a la clasificacidn dentro de vias metabdlicas KEGG, los datos de transcriptémica indicaron que se
vieron enriquecidas vias metabélicas involucradas en el metabolismo energético (fosforilacion oxidativa y metabolismo
del nitrégeno) y en el metabolismo de carbohidratos (metabolismo de fructosa y manosa). Por su lado los datos de
traductémica indican que se observé un enriquecimiento en el metabolismo energético, en particular el metabolismo de
nitrégeno y la fosforilacién oxidativa. Interesantemente, también se observé un enriquecimiento en el procesamiento de
informacion ambiental y en particular en el efecto de la bacteria sobre la via de senalizacién MAPK de la planta hospedera
(Tablas 5y 6, anexo I). Las cascadas de sefalizacién mediadas por quinasas activadas por mitégenos (MAPK por sus
siglas en inglés, mitogen-activated protein kinase signaling cascades) tienen un rol en la activacién de la respuesta inmune
de la planta y se ha visto que ciertas sefales de los rizobios pueden inducir la supresion de esta via en su planta
hospedera, facilitando asi la colonizacién de la misma.

Cambios en el proteoma de UYMMa02A en respuesta a exudados de Mimosa pudica

Como tercera aproximacidn para responder el objetivo principal, se empled la técnica de shotgun proteomics para
analizar los cambios en el proteoma de UYMMa02A en respuesta a la presencia de exudados radiculares. Las proteinas se
obtuvieron a partir de los mismos extractos de los cuales se extrajo el ARN total y las huellas ribosomales (Figura 1,
Anexo). La técnica de shotgun proteomics, a grandes rasgos, se basa en fraccionar los péptidos de una muestra mediante
una nano-cromatografia acoplada en linea con un espectrémetro de masas. La identificacién de proteinas se logra
comparando los espectros obtenidos experimentalmente, con los generados tedricamente a partir de una base de datos de
secuencias. Empleando esta estrategia se logré identificar en las tres réplicas biolégicas, 1656, 1509 y 1676 proteinas
totales en la condicidon control y 1591, 1217 y 1210 en presencia de exudados radiculares de M. pudica respectivamente,
compartiendo todas las muestras un total de 1175 proteinas (Datos no mostrados). Considerando tanto las proteinas de
expresion Gnica como las de expresion diferencial, observamos que en presencia de exudados 24 proteinas se encuentran
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sobre-expresadas y 104 sub-expresadas con respecto a la condicidn control (ausencia de exudados) (Tablas S5y Sé,
Anexo I). EL mapeo contra el genoma de UYMMa02A mostré que los genes que codifican para estas proteinas se localizan
principalmente en el cromosoma 1(75% de las proteinas sobre expresadas y 73% de las proteinas reprimidas) y en el
cromosoma 2 (17% de las sobreexpresadas y 20% de las reprimidas). El resto (8% de las sobreexpresadas y 7% de las
reprimidas) mapean en los contigs tig00000009 y tig00000506 que son posibles pldsmidos de esta cepa, pero no tienen
genes simbidticos identificados.

Las proteinas expresadas diferencialmente fueron analizadas con la base de datos eggNog-mapper, logrando clasificarlas
dentro de las categorias funcionales COG. Sobre esta clasificacion se realizé ademads un andlisis de enriquecimiento
funcional basado en el test exacto de Fisher, considerando un p-valor < 0.05 como un enriquecimiento significativo. En la
Figura 7 del anexo I, se observa que aquellas proteinas que en presencia de exudados radiculares aumentaron su
expresion, estdn asociadas principalmente a la produccién y conversion de energia (C), a los procesos de transcripcion (K)
y traduccion (J) y al proceso de replicacion, recombinacion y reparacidn (L). Sin embargo, la Gnica categoria que se
encuentra estadisticamente enriquecida es la traduccion.

En cuanto a aquellas proteinas que se reprimen en presencia de exudados radiculares, se destacan los procesos de
transporte y metabolismo de aminodcidos (E), la produccidn y conversién de energia (C), la traduccién (J), el transporte y
metabolismo de coenzimas (H) y el metabolismo de lipidos (I).

Los exudados de Mimosa pudica contiene nutrientes y aminodcidos que pueden ser utilizados por UYMMa02A.

Con la finalidad de describir la composicion de los exudados radiculares utilizados para los ensayos de induccion se
realizé un andlisis mediante GC-MS. En la tabla 7 (anexo I) se listan los compuestos presentes en una concentracién mayor
al 1%. Entre estos compuestos encontramos una gran abundancia de dcidos carboxilicos, como los dcidos propanoico,
oxdlico y succinico. Por su lado se detecté la presencia de los carbohidratos fructosa, glucosa y arabinosa y aminodcidos
serina, prolina, glicina, alanina entre los mas abundantes y de valina, tirosina, treonina, isoleucina y leucina a
concentraciones menores al 1%. Todos estos compuestos podrian ser utilizados por UYMMa02A para la obtencién de
energia y la sintesis de macromoléculas. La composicidn de estos exudados nos permite entender mejor la respuesta a
nivel transcriptémico y protedmico de Cupriavidus sp. UYMMa02A.

Conclusiones y recomendaciones

En este proyecto buscamos responder la pregunta de cuales son los cambios que ocurren durante la interacciéon
simbidtica entre un rizobio perteneciente al género Cupriavidus y sus plantas hospederas. Como modelo de estudio
seleccionamos a la cepa UYMMa02A, perteneciente a una nueva especie dentro de los Cupriavidus. Esta cepa fue aislada
por nuestro grupo de trabajo a partir de néddulos de la leguminosa nativa Mimosa magentea en la zona del Abra de
Zabaleta en el departamento de Lavalleja. Mediante ensayos en condiciones controladas demostramos que esta cepa es
capaz de formar nddulos en las raices de varias especies de Mimosa, entre las que se encuentra Mimosa pudica, conocida
como vergonzosa o sensitiva, debido a su caracteristica sensibilidad al tacto. Mimosa pudica es una planta modelo, su
genoma ha sido secuenciado, su distribucidn es cosmopolita, aunque su centro de origen es el sur de Brasil. Decidimos
utilizar esta planta en nuestros ensayos ya que es posible obtener semillas de origen comercial y tiene un rdpido
desarrollo. Los ensayos para la obtencion de exudados, colonizacion radicular y nodulacion son exitosos con esta especie
de Mimosa, demostrando que es un buen modelo para estudiar la interacciéon Cupriavidus-Mimosa.

El andlisis del genoma de la cepa UYMMa02A, demostré la presencia de un cluster de genes conteniendo los genes
implicados en la simbiosis nod, nif y fix. Los genes nod estdn formados por dos operones, para un lado se transcribe el gen
nodD, el cual codifica para una proteina reguladora del tipo AraC, llamada NodD. En Cupriavidus taiwanensis, NodD regula
la expresion del segundo operdn nod, formado por los genes nodBCIJHASUQ los cuales codifican para las proteinas que
ensamblan y exportan los factores Nod. El promotor del primer gen de este operdn, nodB, se ha utilizado para ver la
activacion de estos genes en respuesta a diversos flavonoides. A su vez se ha visto la activacion del operén completo en
presencia de exudados de Mimosa pudica. Sin embargo, en la cepa UYMMa02A no se inducen los genes nod en presencia de
luteolina ni en presencia de los exudados radiculares. Estas afirmaciones estdn apoyadas por ensayos con genes
reporteros, protedmica y transcriptémica. Ademads, el andlisis fenotipico de una mutante de UYMMa02A a la que se elimind
el gen nodD mostré que la misma es capaz de inducir nddulos efectivos en Mimosa pudica. Estos resultados nos permiten
concluir que los genes nod de UYMMa02A no son indispensables para la simbiosis en Mimosa pudica y sugieren que esta
cepa tiene mecanismos de regulacién de la simbiosis, independientes de la proteina NodD. Estos resultados abren nuevas
perspectivas en el estudio de las vias de regulacion de la simbiosis en Cupriavidus y resaltan la importancia de estudiar
estos mecanismos en diversos modelos bacterianos.

Empleando diversas técnicas dmicas, hemos sido capaces de entender las principales adaptaciones metabdlicas de la
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cepa UYMMa02A a la presencia de exudados. Las técnicas analiticas disponibles en nuestro pais han sido una poderosa
herramienta para esto. La composicién de los exudados de Mimosa pudica, determinada por cromatografia gaseosa
acoplada a espectrometria de masas muestra la presencia de dcidos orgdnicos y carbohidratos que son utilizados por la
bacteria UYMMa02A. De igual forma hemos identificado la presencia de diversos aminodcidos en los exudados. Por su lado
las principales adaptaciones bacterianas a la presencia de los exudados, estdn dirigidas a reacomodar su metabolismo a
la presencia de estos nutrientes. Si bien estos resultados fueron obtenidos en ensayos muy controlados, pueden
extrapolarse a lo que podria ocurrir durante la interaccidn en la rizésfera. En ese caso la bacteria en el suelo se
encontraria en un ambiente oligotréfico, mientras que la germinacién de una planta hospedera en su cercania provocaria
un cambio drdstico en la disponibilidad de nutrientes. Por lo tanto, podemos concluir que los resultados obtenidos aportan
nuevas miradas a la adaptacion bacteriana a la disponibilidad de nutrientes y a su interaccién con plantas hospederas.
Durante este proyecto pudimos profundizar en el estudio de una bacteria encontrada naturalmente en suelos de nuestro
pais. Se trata de un rizobio pertenenciente al género Cupriavidus, pero que pertenece a una especie que no se conocia
antes. El proyecto permitié consolidar a esta bacteria como un modelo, cuyas caracteristicas unicas la hacen muy
interesante de seguir estudiando. Actualmente estamos caracterizando la funcién, en el establecimiento de la simbiosis, de
una veintena de genes y proteinas encontradas en este proyecto. Este proyecto tuvo un impacto muy importante en la
formacion de recursos humanos, durante el mismo se formaron dos estudiantes de grado y una estudiante de posgrado.
Durante el mismo se realizé un curso de posgrado para 10 estudiantes de diversas instituciones y que conté con la
participacion de profesores y estudiantes de la Facultad de Medicina de la Universidad de Sao Paulo. Estas instancias
permitieron estrechar lasos entre los laboratorios e investigadores participantes y difundir el trabajo que se realiza en
nuestro pais. Finalmente hay que destacar que el proyecto permitié la colaboracién fluida entre varios grupos de
investigacion, los cuales se nutrieron reciprocamente, mediante la puesta a punto de técnicas y la interpretacién de datos.
Podemos concluir que adn cuando no se logroé realizar todos los experimentos y andlisis planteados, se lograron avances
muy significativos que serdn utilizados en el curso de futuras investigaciones y plasmados en la futura publicacién de
articulos cientificos.
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