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Resumen

Resumen

El proceso de fijacion bioldgica de nitrégeno es llevado a cabo por el grupo de bacterias
conocidas como rizobios, al interaccionar con plantas leguminosas. Es de suma importancia
para la agricultura y los ecosistemas naturales en general, debido a que representa la fuente
mas importante de abastecimiento de nitrégeno.

El éxito de esta interaccion esta estrechamente relacionada al estado fisiolégico en el
que se encuentran los dos simbiontes. De esta forma, una cepa de rizobio eficiente no
expresara al maximo su capacidad de fijar nitrégeno si existen factores que limiten su vigor
o el de la leguminosa hospedera, y viceversa. Muchas condiciones ambientales son factores
limitantes para el crecimiento y actividad de los organismos. Tipicos factores de estrés
ambiental enfrentados por las leguminosas y los microsimbiontes pueden incluir estrés por
agua, salinidad, pH del suelo, temperatura, metales pesados, entre otros.

Debido a la importancia de esta asociacién simbidtica, es necesario entender cémo es
que esta interaccion ocurre a nivel de todos sus componentes y esto sera mejor entendido
sé6lo cuando la fisiologia de dichos organismos sea estudiada en detalle bajo condiciones
subdptimas, pues son las que generalmente encuentran en su medio natural. Un aspecto
importante de caracterizar es la influencia que la arquitectura molecular de la superficie
bacteriana tiene en su crecimiento, sobrevivencia y persistencia en el suelo, en condiciones
adversas, asi como en la interaccién con el hospedero. Debido a que los lipopolisacaridos
son componentes de la superficie celular, se encuentran constantemente expuestos a las
presiones del medio externo, por lo que importantes roles en la resistencia a las condiciones
hostiles son esperados de encontrar aqui.

Con el fin de contribuir a dicho conocimiento, se generé una mutante en la cepa R.
tropici CIAT899 por recombinacion heterdloga, en los genes gmd y fcl, involucrados en la
biosintesis de fucosa. La fucosa es un monosacérido que forma parte del antigeno O de los
lipopolisacaridos de CIAT899. Al no tener la fuente de obtencién de fucosa, el antigeno O
no puede ser formado. Se determiné el comportamiento de esta cepa mutante ante distintas
condiciones que implicaban un estrés abidtico. Asimismo se establecié si fue capaz de

establecer una interaccion exitosa con su macrosimbionte.
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1. Introduccion

Los microorganismos y especificamente las bacterias, representan la forma de vida mas
versatil y conspicua que existe sobre la tierra debido en parte, a que han tenido millones de

anos para colonizar y adaptarse a practicamente todos los tipos de habitats (Brock, 2003).

1.1 Rizobios y su interaccién con plantas leguminosas

Un grupo de procariontes que ha sido objeto de gran interés desde hace varias
décadas por su papel dentro del ciclo del nitrégeno es el grupo de los colectivamente
llamados rizobios, conjunto de bacterias que taxonémicamente pertenecen al orden
Rhizobiales, dividido en cuatro familias y perteneciente a la subdivisién alfa de las
Proteobacterias (Spaink, 2000).

Los rizobios son bacterias de suelo aerobias, Gram negativas, con forma de bacilo y
una distribucién casi cosmopolita. Su caracteristica mas distintiva es su capacidad para
convertir el nitrégeno atmosférico (N;) a formas de nitrégeno combinado (amonio,
alanina), las cuales pueden ser asimiladas por las plantas leguminosas con las que forman
asociaciones endosimbidticas (intracelulares). En esta simbiosis se distingue la formacién
por parte de la planta de estructuras especializadas denominadas nédulos. Los nédulos son
el lugar de albergue de las bacterias y donde mediante un proceso de diferenciacién celular,
se convierten en bacteroides, los cuales son la forma celular capaz de fijar el dinitrogeno
gaseoso (mediante su reduccién a amonio) a través de la enzima nitrogenasa, proceso al que
se le conoce como fijacién bioldgica de nitrégeno (Wang er. al., 2001; Brock, 2003). A su
vez, las bacterias reciben compuestos derivados principalmente de la fotosintesis. Este
proceso no es exclusivo de la simbiosis rizobio-leguminosa, pues existen otras
interacciones planta-bacteria (terrestres y acuiticas) en las que se presenta (Martinez-
Romero, 2000). Sin embargo, histéricamente su estudio se ha enfocado al sistema
simbidtico desarrollado entre las leguminosas y los rizobios debido a que ésta asociacion
representa en términos cuantitativos, un componente principal en el ciclo del nitrégeno

(Zahran, 1999).
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Debido a que las plantas pueden utilizar el nitrégeno sdlo en su forma combinada, el
proceso de la fijacion biolégica por la simbiosis rizobio-leguminosa es de gran importancia
para la agricultura y los ecosistemas naturales en general. Al favorecer el aumento en la
cantidad de nitrégeno utilizable en el suelo, sobre todo en aquellos muy erosionados,
constituye una buena alternativa para asegurar un desarrollo sustentable (Wang et. al.,
2001). Otra ventaja adicional es el incremento en los niveles de proteina de las plantas
(Zahran, 1999). La fijacién bioldgica de nitrégeno representa la fuente mas importante de
abastecimiento de nitrégeno (Martinez-Romero, 2000). Se estima que la cantidad anual de
nitrégeno que entra a los ecosistemas terrestres por este proceso es de 139 a 175 millones
de toneladas, donde las asociaciones rizobios-leguminosas contribuyen con mas de la mitad
de esta cantidad de nitrégeno fijado (Zahran, 1999), del 60 al 80%.

Actualmente se reconocen seis géneros dentro del grupo de los rizobios:
Allorhizobium,  Azorhizobium,  Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium vy
Sinorhizobium, con un nimero variable de especies descritas (Wang et. al., 2001). A pesar
de que el grupo constituye un grupo heterogéneo y polifilético (Debellé et. al., 2001), las
especies que lo componen comparten ciertas caracteristicas bioquimicas y genéticas que les
permiten establecer una asociacion simbidtica exitosa con sus hospederos. Estos factores
comunes incluyen la capacidad de reconocer moléculas especificas producidas por las
plantas (flavonoides) y producir moléculas de sefializacion que actiian como morfégenos
sobre las plantas hospederas (factores Nod). Otros elementos necesarios implican la
presencia de ciertas adaptaciones por parte de los dos componentes de la interaccion
(Broughton y Pret, 1999). Entre estas ultimas sobresale la eficiencia con la que es regulado
el ambiente fisico-quimico que se requiere para la expresion 6ptima de la actividad de la
nitrogenasa del microsimbionte (Brock, 2003).

La familia de angiospermas Leguminosae comprende alrededor de 700 géneros, con
un nimero aproximado de 19 000 especies distribuidas mundialmente. Presentan una
amplia diversidad tanto morfologica como ecolégica (van Berkum y Eardly, 1998).
Algunas especies del grupo de las leguminosas son cultivos agricolas fundamentales en la
economia y que forman parte de la dieta principal de muchos paises, incluido el nuestro.
Entre los cultivos econémicamente importantes destacan el frijol, la alfalfa, la soya, el

chicharo y el trébol (Martinez-Romero, 2001).
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1.2 Lipopolisacaridos, principales componentes de la membrana externa
de las bacterias Gram negativas

A diferencia de las bacterias Gram positivas, las cuales ademéas de la membrana
citoplasmica poseen solamente una capa adicional constituida principalmente de mureina,
las Gram negativas tienen practicamente una segunda membrana celular, denominada
membrana externa. La presencia de esta capa extra permite la creacion de un nuevo
compartimiento celular, el periplasma, que es el espacio existente entre las dos membranas.
Estd conformado por una red de peptidoglucanos y distintas proteinas como enzimas
hidroliticas, quimiorreceptores y proteinas de unién, entre otras (Brock, 2003).

La membrana externa de las bacterias Gram negativas (Fig. 1.1) es una estructura
asimétrica constituida en su monocapa interna por fosfolipidos tipicos de las membranas
citoplasmaticas y en su monocapa externa igualmente por fosfolipidos, pero ademas y
esencialmente por lipopolisacaridos, conocidos como LPS, siendo el componente principal.
Proteinas integrales (principalmente porinas que funcionan como canales permitiendo la
entrada de moléculas hidrofilicas pequefias) y proteinas periféricas se encuentran

atravesando las dos monocapas de la membrana externa (Gronow y Brade, 2000).

. : : ~ Espacio
T BW oW ) ;_f‘- lq ) .7~' Extracelular
[RRNR OIS Po!:sacén@& L :
' Lipopoli-
Oligosacando i i
Membrana i % % Nucieoef ’ § *upgﬂ -;:»Lag;r:do
Externa V - \ R
Gram- v : - - 1
negativa ;4 '1 =
|
II 8 nm
ns ] ‘, J_T_—— Fosfolipido
‘ - ‘bupnprolema
Peripiasma- =, Penudoglacano ; ﬁt.‘e = -_M_ B ol Pt

MemQWpiasmium _

Figura 1.1.- Membrana externa de las bacterias Gram negativas. A diferencia de las Gram
positivas, en las Gram negativas se presenta una segunda membrana cuyo componente principal son
los lipopolisacéridos. Modificado de Brock, 2003.
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Los lipopolisacaridos son moléculas glucolipidicas, ocupan aproximadamente el 75%
del area de la superficie celular y tienen una masa molecular promedio de 10 kDa (Lerouge
y Vanderleyden, 2001). Otras moléculas que también son parte de la membrana externa son
los exopolisacaridos (EPSs), los polisacéaridos capsulares (CPSs) y los glucanos ciclicos
(Kannenberg et. al., 1998).

1.2.1 Quimica de los LPS

En general, los LPS de las bacterias entéricas, que también son proteobacterias, son
los mejor caracterizados debido a que numerosas especies del grupo son causales de
enfermedades en varias especies animales, incluido el hombre (Raetz y Whitfield, 2002).
Su estudio comenzé en los afios 50, cuando se determiné que sus LPS contenian los
componentes bioactivos responsables de las patofisiologias encontradas (Schnaitman y
Klena, 1993), llevando a la generacion de un modelo de disefio molecular de los LPS
(Preston y Maskell, 2002). Con el tiempo, el estudio se fue enfocando también a
organismos con otros estilos de vida, entre ellos los rizobios (Raetz y Whitfield, 2002). En
la actualidad, los LPS mejor estudiados en el grupo de los rizobios son los de las especies
R. etli y R. leguminosarum (Kannenberg et. al., 1998). Aunque en composicién quimica los
LPS son muy distintos y presentan marcadas variaciones entre los dos grupos de bacterias
(entéricas y rizobios) y aun entre sus especies, en arquitectura molecular son similares
{Preston y Maskell, 2002).

Los LPS son moléculas anfipaticas complejas (Gronow y Brade, 2001) que se
componen de tres regiones estructurales y funcionales: el lipido A, el oligosacarido niicleo
y el polisacarido O (Fig. 1.2).

Cadena especifica del polisacarido-O Slaeoiipide

Subunidad (externo) (intemo)
esqedﬁogl del Oligosacarido
polisacdrido-O NGcleo

Figura 1.2.- Estructura de los lipopolisacaridos. Se encuentran conformados por tres distintas
regiones: el lipido A, el oligosacarido nicleo y el polisacirido O. Modificado de Brock, 2003.
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El lipido A es un carbohidrato acilado (Carlson er. al., 1999) que constituye el
componente lipidico e hidrofébico mediante el cual se ancla la molécula de LPS a la
monocapa de fosfolipidos mas superficial de la membrana externa, gracias al gran
contenido de acidos grasos que tiene (Fraysse er. al., 2003). La composicion del lipido A en
el grupo de las enterobacterias es practicamente constante (Lerouge y Vanderleyden, 2001),
mientras que en los rizobios varia entre las distintas especies formando grupos
determinados, estos grupos resueltos son similares a los encontrados con otras filogenias,
por gjemplo utilizando 16S rRNA (Kannenberg er. al., 1998). A pesar de las variaciones
encontradas, el lipido A tipico es un disacarido de glucosamina o un 2,3-diamino glucosa
(Fraysse et. al., 2003), al que se le unen de cuatro a seis acidos grasos (Lerouge y
Vanderleyden, 2001) saturados o monoinsaturados (Carlson et. al., 1999), los cuales
pueden estar distribuidos simétrica o asimétricamente entre ambos aziicares y estan siempre
hidroxilados (Gronow y Brade, 2001). Algunas veces el azicar reductor puede estar
oxidado (amino gluconato) o fosforilado, asimismo el segundo azicar puede estar
fosforilado o substituido por un residuo galacturonato. Excepto para Azorhizobium
caulinodans, todos los rizobios analizados contienen la cadena larga de acidos grasos 27-
OH:C28 (4cido hidroxioctacosanoico-27), que atraviesa las dos bicapas de la membrana
externa y la cual representa un marcador quimiotaxonémico para el grupo (Fraysse et. al.,
2003). No es exclusiva de este grupo, pues también estd presente en otras bacterias
endosimbiontes y patégenas (Kannenberg er. al., 1998).

El oligosacarido niicleo es una cadena corta de azucares hidrofilicas que se encuentra
unida al lipido A. Este puede ser dividido conceptualmente en dos regiones: niicleo interno
y niicleo externo. El nicleo interno es la parte proximal al lipido A y dentro de los géneros
de las enterobacterias su estructura suele estar bien conservada (Lerouge y Vanderleyden,
2001; Raetz y Whitfield, 2002). En cuanto a los rizobios, sucede lo mismo que con el lipido
A, es decir que forman grupos en los que el oligosacarido niicleo es muy parecido,
pudiendo establecer relaciones filogenéticas que concuerdan con filogenias basadas en
otros marcadores (Kannenberg et. al., 1998). El nuicleo interno contiene un elemento tinico
e invariablemente encontrado en todos los oligosacaridos nicleos caracterizados, el
monosacarido Kdo (acido 2-keto-3-deoxioctunoico), que es labil al 4cido y mediante el cual

se une al lipido A (Lerouge y Vanderleyden, 2001). Asi, se compone de al menos una
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molécula de Kdo, en la mayoria de los casos son dos, aunque en ciertas especies se puede
presentar en lugar del segundo Kdo, un derivado de éste, el Ko (acido D-glicero-D-talo-oct-
ulosonico) y una o mas unidades de los residuos tipicos L-glicero-D-manoheptosa, D-
glicero-D-manoheptosa, o los dos. En el caso de Rhizobium, la heptosa no estd presente
(Gronow y Brade, 2000). Adicionalmente y en muchas ocasiones, la estructura basica esta
substituida con derivados no estequiométricos de otros azicares, con fosfato (Raetz y
Whitfield, 2002) o etanolamina (Lerouge y Vanderleyden, 2001).

El nicleo externo es mucho mas variable que el interno (Raetz y Whitfield, 2002).
Consiste de un oligosacarido corto, no repetitivo y variable, siendo en algunos casos
especifico de cepa (Vinuesa, 1998). Lo componen en su mayoria hexosas (Gronow y Brade,
2000) basicas y neutras (Lerouge y Vanderleyden, 2001).

La unidad minima que necesitan las bacterias para su supervivencia es el lipido A y el
nucleo interno con dos moléculas de Kdo. Sin embargo, pueden presentar una estructura
adicional que generalmente no es necesaria para sobrevivir, el polisacarido O, lo cual se ha
demostrado por la subsistencia de distintas mutantes que sélo tienen el lipido A y el
oligosacarido niicleo, ademas de la existencia de bacterias que sin ninguna mutacion
genética no expresan polisacaridos O. (Raetz y Whitfield, 2002). No obstante, por lo
general, esta estructura estd presente en la gran mayoria de las bacterias y se encuentra
covalentemente unida al niicleo externo y se extiende a partir de ahi hacia el medio exterior.

El polisacarido O consiste de unidades repetitivas de oligosacaridos que se
polimerizan formando una cadena, la cual es mucho mas larga que la del oligosacérido
nicleo y altamente variable en estructura, siendo especificos de cepa en los géneros
Rhizobium y Bradyrhizobium, no asi en las especies del género Sinorhizobium, las cuales
tienen polisaciridos O muy conservados entre ellas. En los dos primeros géneros, el
polisacarido O, ademas, confiere una actividad antigénica caracteristica, pues al ser
estructuras de superficie son altamente inmunogénicos y reaccionan fuertemente con
anticuerpos anti-O. Por tal motivo, son también cominmente llamados antigenos O. En
Sinorhizobium, el oligosacarido micleo y los antigenos K son las regiones antigénicas
dominantes. Las unidades repetitivas forman mono u oligosacaridos, es decir que cada una
puede estar constituida por 1 a 8 mondmeros de azicar (Gronow y Brade, 2000),

generalmente de 3 a 5 (Lerouge y Vanderleyden, 2001), que difieren en estructura,
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posicién, la estereoquimica de los enlaces glucosidicos y la presencia o ausencia de
sustituyentes no carbohidratados (grupos acetilos, metilos, etc.). Pueden también ser
lineales o ramificadas y formar homopolimeros o, mas frecuentemente, heteropolimeros. Se
han descrito mas de 60 monosacaridos y 30 diferentes componentes no carbohidratados que
pueden conformar al polisacarido O, lo cual habla de su gran variabilidad (Raetz y
Whitfield, 2002), muchos de estos carbohidratos son incluso tnicos o muy raros de
encontrar en otro lado en la naturaleza. La longitud de la cadena formada puede variar,
llegando a polimerizar hasta mas de 40 unidades repetitivas (Lerouge y Vanderleyden,
2001).

La presencia del antigeno O en las bacterias lleva a la formacion de colonias sobre
placas de agar de apariencia lisa, conocidas como colonias de tipo S o LPS-S, (por smooth,
en inglés) o LPS-I, en cambio, las colonias de bacterias que no tienen el polisacarido O en
sus LPS exhiben una morfologia rugosa, conformando al fenotipo LPS-R (por rough, en

inglés) o LPS-1I (Kannenberg et. al., 1998; Gronow y Brade, 2000).
1.2.2. Genética y biosintesis de los LPS

La separacién de los LPS en lipido A, oligosacéarido nicleo y antigeno O estd también
reflejado en su organizacién genética y biosintesis (Gronow y Brade, 2000). La
informacion disponible acerca de los genes que estan involucrados en la biosintesis de los
LPS ain es escasa y los avances en su estudio son lentos, en parte por la gran
heterogeneidad estructural y complejidad que caracterizan a las moléculas de LPS de los
rizobios (Kannenberg et. al., 1998; Spaink, 2000).

Dentro de los rizobios, relativamente bien estudiados estan sélo los genes que
intervienen en la biosintesis de los LPS en R. et/i CFN42 (Spaink, 2000), donde distintas
regiones /ps han sido identificadas (o, B, y y). La regién B esta localizada en el plasmido
simbidtico, mientras que las otras dos regiones estin localizadas en el cromosoma. La
region a codifica proteinas involucradas en la biosintesis tanto del oligosacarido niicleo
como del antigeno O. Las regiones 3 y vy son requeridas para la sintesis del oligosacarido

micleo (Kannenberg ez. al., 1998). En R. leguminosarum se describié una nueva regién que
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no era complementada por ninguna de las regiones antes descritas y se le denominé Ips-8,
esta involucrada también en la sintesis del oligosacarido nicleo (Allaway et. al., 1999).

Un aspecto importante que se ha podido concluir hasta el momento a partir de la poca
informacion genética generada del estudio de los rizobios, al compararla con la mas amplia
que se tiene de las enterobacterias es que en éstas, los genes involucrados en la biosintesis
de los LPS estan predominantemente agrupados, mientras que en los rizobios estan mas
bien distribuidos y separados a lo largo del cromosoma y/o plasmidos (Spaink, 2000).

Los LPS mejor estudiados en el aspecto biosintético y genético son aquellos de las
bacterias entéricas, en especial los de Escherichia coli y Salmonella enterica. De las rutas
biosintéticas determinadas a partir de estos modelos es de las cuales se hara referencia en
adelante, pues son las mas completas disponibles hasta el momento. Estudios basados en
secuencias demuestran que, a pesar de las variaciones en los detalles, el grueso de las vias

en diferentes bacterias esta conservado (Raetz y Whitfield, 2002).

1.2.2.1 Biosintesis del lipido A

En cuanto a los genes requeridos para la biosintesis del lipido A, existen avances
considerables en el sistema de R. etli gracias a la comparacién con el modelo bastante bien
estudiado y establecido de E. coli (Spaink, 2000). Utilizando los distintos precursores de su
lipido A, se comprobé que R. etli contiene las mismas actividades enzimaticas que aquéllas
que llevan a formar el lipido IVs-Kdo, de E. coli a partir de UDP-GIcNAc. Una vez
sintetizado el lipido IVA-Kdo,, el cual es un intermediario, se produce un procesamiento,
como la adicién de los acidos grasos aciloxiacilados para formar el lipido A maduro. Por lo
tanto, se ha determinado que la ruta biosintética que da lugar a la formacién del lipido IV 5-
Kdo; es vital para la sobrevivencia de un muy amplio rango de bacterias Gram negativas

(Carlson et. al., 1999).
1.2.2.2. Biosintesis del oligosacirido niicleo
Una vez formado el lipido A-Kdo,, éste sirve como aceptor y es sobre el cual se

ensamblara el oligosacarido nicleo mediante la transferencia secuencial de azicares a partir

de precursores de nucledtidos de azicar por glucosiltransferasas, cuya accion coordinada
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resulta en un proceso de sintesis de gran rapidez y eficiencia. En £. coli y S. enterica, la
region cromosomal waa (Gronow y Brade, 2000; Raetz y Whitfield, 2002) (antes rfa)
contiene los principales operones involucrados en la biosintesis del oligosacarido niicleo

(Schnaitman y Klena, 1993).
1.2.2.3. Biosintesis del polisacirido O

En bacterias entéricas, la mayoria de las enzimas involucradas en la biosintesis del
polisacarido O estan codificadas en el locus wba (Raetz y Whitfield, 2002) (antes rfd)
(Schnaitman y Klena, 1993). Este locus codifica enzimas requeridas para la sintesis de
precursores de nucledtidos de azicar, glucosiltransferasas y enzimas necesarias para el
proceso de exportacién (Raetz y Whitfield, 2002). La mayoria de los operones waa son
expresados constitutivamente, teniendo una secuencia JUMPStart/ops precediéndolos, lo
cual indica un estado activo del proceso de antiterminacion (Hobbs y Reeves, 1994).

Los polisacaridos O son sintetizados a partir de azicares activados, éstos son
ensamblados por glucosiltransferasas que generalmente son proteinas de membrana
periféricas o solubles, lo cual indica que la polimerizacion de las subunidades ocurre en la
cara interna de la membrana citoplasmatica (Schnaitman y Klena, 1993). Sin embargo, los
polisacaridos O son transferidos y ligados al lipido A-oligosacarido niicleo en el espacio
periplasmatico, por lo que debe de existir un mecanismo mediante el cual las unidades
repetitivas sean transferidas al periplasma. Se han descrito tres rutas distintas por las que se
sintetizan los polisacaridos O, difiriendo entre ellas sélo en los mecanismos de exportacion
al periplasma, pues las tres vias tienen reacciones de iniciacién similares y son terminadas
por el mismo proceso de ligacion. Las vias son: 1) dependiente de Wzy; 2) dependiente del
transportador ABC y 3) dependiente de sintasa. En entéricas, las primeras dos rutas estan
ampliamente distribuidas, mientras que la dependiente de sintasa tiene una distribucion
muy limitada.

Una vez ensamblados en el periplasma, los LPS deben pasar a través de la membrana
externa. El proceso de traslocacion no discrimina entre LPS con diferentes estructuras de
polisacarido O, y las moléculas LPS-S y LPS-R parecen ser traslocadas con la misma

eficiencia. Los sistemas de secrecion de proteinas Tipo II y IIl en bacterias ofrecen
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ejemplos similares de maquinarias de translocacion de multiproteinas. La proteina Tol A ha
sido implicada en el procesamiento de translocacién de LPS-S en E. coli (Raetz y
Whitfield, 2002).

El mecanismo biosintético del polisacarido O es mucho menos entendido que el de la
sintesis del lipido A debido en gran parte a la variacion estructural del polisacarido O y a la

diversidad correspondiente de las enzimas subsecuentes (Spaink, 2000).

1.2.3. Funcion de los LPS

Por ser los LPS componentes de superficie celular se localizan en la zona primaria de
contacto entre la bacteria y su medio ambiente, teniendo entonces un papel principalmente
protectivo (Raetz y Whitfield, 2002), funcionando como una barrera de permeabilidad
altamente efectiva que evita tanto el paso de moléculas grandes, cargadas negativamente
y/o hidrofobicas (Lerouge y Vanderleyden, 2001), como detergentes y antibiéticos. Esta
funcién de los LPS esta directamente relacionada a sus propiedades quimicas y biofisicas,
lo cual se ve reflejado en el alto grado de conservacién de su arquitectura. Mientras que una
monocapa de fosfolipidos es fluida a la temperatura normal de crecimiento, una monocapa
de LPS es una estructura altamente ordenada con muy baja fluidez (Gronow y Brade,
2000).

Los LPS también contribuyen a mantener las propiedades estructurales de la
envoltura celular, pues ayudan a estabilizar la membrana externa de la bacteria (Lerouge y
Vanderleyden, 2001), ademas de estar involucrados en el plegamiento correcto de algunas
proteinas de la capa externa como la porina PhoE de E. coli (Gronow y Brade, 2000).

Asimismo, tienen un papel muy importante durante el proceso de infeccion (Spaink,
2000), para el establecimiento de una enfermedad en el caso de las bacterias patdgenas, o
para producir una simbiosis exitosa o eficiente en las interacciones hospedero-bacteria
(Lerouge y Vanderleyden, 2001). Asi, se ha determinado que ademas de otros factores, en
los rizobios, los polisacaridos de superficie como CPSs, EPSs y LPSs son necesarios para
que una interaccion completa con el hospedero se lleve a cabo (Garcia-de los Santos y
Brom, 1997; Campbell er. al., 1998; Carlson et. al., 1999; Summers et. al., 2000; Fraysse

et. al., 2003). Estos compuestos representan la superficie molecular que es reconocida por
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las plantas en el momento en el que los dos simbiontes entran en contacto fisico,
comunicacion que acontece durante el proceso de infeccion (Vinuesa, 1998; Lerouge y
Vanderleyden, 2001).

Existen numerosos ejemplos en especies de Rhizobium donde se ha determinado la
importancia de los LPS en el establecimiento de la simbiosis, teniendo un papel
fundamental el antigeno O, pues se ha demostrado que cambios en su composicién o en su
abundancia llevan a una simbiosis inefectiva (Vinuesa et. al., 1999; Noel et. al., 2000). En
otros estudios se ha establecido que también el lipido A y el oligosacarido niicleo son
importantes en el proceso de infeccion (Kannenberg y Carlson, 2001; Lagares er. al., 2001;
Ferguson et. al., 2002). Sin embargo, en la gran mayoria de los casos donde mutantes en
LPS son incapaces de nodular a las plantas, esta incapacidad es debida a mutaciones en el
antigeno O (Raetz y Whitfield, 2002). Se ha propuesto, utilizando mutantes, los distintos
estados del desarrollo del nédulo donde los LPS pueden tener efectos significativos, éstos
son: iniciacién de la infeccidn a través de la adhesion de los rizobios a los pelos radiculares,
invasién del tejido de la raiz, liberacién de la bacteria en el hilo de infeccion y desarrollo y
senescencia del bacteroide (Raetz y Whitfield, 2002). Otros roles de los LPS en la simbiosis
sugerido es la supresion de las respuestas de defensa del hospedero (Fraysse er. al., 2003) o
la resistencia a los compuestos excretados por las plantas como las fitoalexinas

(Rosenblueth er. al., 2001).

1.3 Factores de estrés ambiental

Un medio natural como el suelo constituye un espacio cambiante en el que los
organismos encuentran una exposicion constante a fluctuaciones ambientales que en ciertos
casos crean una gama de distintos tipos de estrés, los cuales pueden afectar sus actividades
y crecimiento. Como consecuencia, los microorganismos han desarrollado mecanismos que
les permiten monitorear el entorno y expresar aquellas actividades o estructuras que les
ayuden a protegerse de las nuevas condiciones ambientales. Uno de los mecanismos mejor
estudiados es el de la diferenciacion a formas de resistencia (endosporas), que presentan las
bacterias Gram positivas. Sin embargo, la mayoria de las bacterias que habitan el suelo no

se diferencian en tales formas pues son Gram negativas (Ricillo et. al., 2000b).
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La interaccion Rhizobium-leguminosa esta altamente relacionada con el estado
fisiolégico de los dos simbiontes, por lo que las condiciones desfavorables del suelo
frecuentemente son factores limitantes que determinan en gran medida el éxito de la
simbiosis y, por lo tanto, la productividad de las leguminosas (Kingsley y Bohlool, 1992;
Kulkarni, 2000). Ademas, las bacterias no sélo encuentran factores de estrés en el suelo,
sino también una vez que estan dentro del nddulo (Crockford er. al., 1996). Algunos de los
factores de estrés a los que mas cominmente tienen que enfrentarse las bacterias son pH
acido o alcalino, deficiencia de nutrientes, temperaturas no oOptimas, estrés por agua,
salinidad, estrés oxidativo, metales pesados y biocidas (Milcamps er. al., 1998; Zahran,
1999; Kulkarni, 2000; Ricillo er. al, 2000b). Las poblaciones de Rhizobium vy

Bradyrhizobium varian en su tolerancia a las diferentes clases de estrés (Raza et. al., 2001).

1.3.1 Estrés oxidativo

El estilo de vida aerobio trae como consecuencia inevitable la exposicion a distintas
especies reactivas de oxigeno (ROS, por Reactive Oxigen Species, en inglés), las cuales son
generadas como productos del metabolismo dependiente de oxigeno (Eiamphungpom et.
al., 2003). Entre las ROS mas comunes se encuentran el anidn superéxido (O»+), el
peréxido de hidrégeno (H,O3) y los radicales hidroxilos (OH", OH"), entre otros (Crockford
et. al., 1996).

El superéxido es el primer radical derivado de la cascada de produccién de ROS y a
pesar de que éste no es extremadamente reactivo por si mismo, puede inactivar enzimas
cuya funcién es eliminar el hierro de la célula. Dicha inactivacién promueve un incremento
en la concentracién intracelular de hierro libre, favoreciendo la reaccion de Fenton (H,O, +
Fe’* Fe’ + OH™ + OH"), trayendo como resultado la produccién de radicales hidroxilos
altamente reactivos, capaces de atacar practicamente a cualquier macromolécula biolégica.
Asi, estos oxidantes pueden causar una amplia variedad de deterioros sobre las células por
dafiar macromoléculas clave, incluido el DNA (Crockford et al., 1996; Santos et. al.,
2000). Como consecuencia, las bacterias han desarrollado mecanismos enzimaticos y no
enzimaticos que les permiten protegerse de estas moléculas altamente toxicas (Crockford

et. al., 1996; Eiamphungporn et. al, 2003). Dentro de los mecanismos de defensa
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enzimaticos se encuentra la produccion de distintas proteinas antioxidantes que participan
en las transformaciones de dichas especies, manteniendo el balance oxidante/antioxidante.
Algunas de estas enzimas son la catalasa (CAT), que es una metaloproteina tetramérica
involucrada en la destruccion del H,O; (Santos et. al., 2000); la superdxido dismutasa
(SOD), que detoxifica superoxido; y la glutatién sintetasa (GSH), que sintetiza glutatién,
éste se une, transforma y detoxifica una variedad de compuestos (Ricillo et. al., 2000b).
Algunos de los mecanismos de defensa no enzimaticos lo constituyen alteraciones en
algunos componentes de la superficie celular bacteriana (Sabra er. al., 2003).

Un sitio especifico donde las bacterias rizosféricas encuentran altas concentraciones
de ROS es en la zona de interaccion con la planta, pues la rapida produccién y acumulacién
de ROS constituye parte importante de la respuesta de defensa inicial contra
microorganismos que la planta emplea (Eiamphungporn et. al., 2003). Una vez dentro del
nodulo, las bacterias también estan expuestas a moléculas oxidantes, ya que a pesar de la
baja concentraciéon de oxigeno libre que es necesaria para el funcionamiento de la
nitrogenasa, las altas tasas de respiracion requeridas para proveer de la energia para la
fijacién de nitrégeno y la autooxidacién de la leghemoglobina, generan altos niveles de
ROS. Otra razoén es el hecho de que peroxidasas y peréxidos de hidrégeno frecuentemente
se encuentran asociados a la pared celular vegetal, y el hilo de infeccion por donde las
bacterias se liberan al nddulo es un derivado de la pared celular de la planta, por lo que una
eficiente proteccion contra el estrés oxidativo es requerida aqui también (Oke y Long,

1999; Santos et. al., 2000).
1.3.2 Estrés osmético

La salinidad del suelo es una condicién que limita la productividad agricola, sobre
todo en zonas aridas y semiaridas (Raza et. al., 2001), pues la alta concentracién de sales
ahi existente trae como consecuencia problemas de infertilidad y degradacion de la tierra.
Este tipo de suelos representan aproximadamente el 7% de la superficie mundial, abarcando
cerca de 952 millones de hectareas (Kulkami, 2000; Unni y Rao, 2001).

La mayoria de los cultivos agricolas son sensibles a niveles relativamente bajos de

salinidad, y en el caso de las leguminosas existe un problema adicional debido a que no
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s6lo la planta, sino también su bacteria simbionte es sensible a la salinidad, tanto en vida
libre como durante la simbiosis (Lloret et. al, 1995). Los rizobios han mostrado ser mas
tolerantes al estrés salino que sus hospederos vegetales (Kulkarni, 2000; Nogales et. al.,
2002) y las diferentes especies y cepas de bacterias varian a su vez entre ellas, en su
sensibilidad a la sal (Unni y Rao, 2001).

No sélo en las areas aridas y semiaridas se presenta el problema de la salinidad. En
general, en la rizésfera, que es la zona de influencia quimica de la raiz, se encuentra una
mayor concentracién de sales que en el resto del suelo, esto es debido a la gran secrecién de
solutos no esenciales o toxicos como el NaCl y las sales de aluminio que la planta hace a
través de la raiz (Miller y Wood, 1996). Adicionalmente, en estudios con mutantes se ha
determinado que cuando la bacteria entra al nédulo a través del hilo de infeccién, o cuando
entra al citoplasma de la célula vegetal, necesita activar respuestas osmo-adaptativas para
poder completar la simbiosis (Oke y Long, 1999).

Los efectos detrimentales que tiene la sal sobre los organismos son consecuencia de
un déficit de agua, la cual es importante, entre otras cosas, en procesos de difusion y
concentracién de nutrientes (Sadowsky y Graham, 1998). Al estar ésta en cantidad
reducida, las sales se concentran en el medio, estimulando la creacién tanto de un estrés
osmotico, como de un estrés iénico (Zahran, 1999), generando éste tltimo un efecto toxico
debido al exceso de iones, los cuales pueden afectar procesos bioquimicos vitales
(Kulkarni, 2000).

Para aclimatarse a cambios en la osmolaridad del ambiente, las bacterias acumulan
intracelularmente solutos organicos de bajo peso molecular denominados osmolitos u
osmoprotectores, los cuales incrementan la presiéon osmética interna (Boncompagni et. al.,
1999). Su acumulacién evita la deshidratacion provocada por la baja actividad de agua en el
medio, manteniendo el volumen celular apropiado y protegiendo a las macromoléculas
intracelulares (Zahran, 1999). Estos solutos compatibles incluyen iones (por ejemplo K™ o
Mg2+), glutamato, trealosa, betaina glicina, betaina prolina, poliaminas, entre otros. Las
bacterias pueden tomarlos del medio o sintetizarlos ellas mismas (Boncompagni et. al.,

1999; Nogales et. al., 2002).
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En los rizobios, los cambios en la morfologia y tamafio celular o modificaciones en el

perfil de los EPS (Nogales et. al., 2002) y LPS constituyen otro tipo de respuesta a la

osmoadaptacion (Graham et. al., 1994) y al estrés iénico (Lloret et. al., 1995).

1.3.3 Estrés por acidez

El pH écido en el suelo constituye otro factor importante que merma la productividad
agricola (Zahran, 1999), afectando aproximadamente al 25% de la superficie mundial
cultivada (Sadowsky y Graham, 1998), especialmente en suelos tropicales y templados.

La mayoria de las leguminosas requieren de un suelo neutro o ligeramente acido para
su crecimiento, especialmente cuando dependen de la interaccion con los rizobios para la
obtencién del nitrégeno (Zahran, 1999). La forma en la que la acidez afecta
desfavorablemente a la formacion de asociaciones simbidticas entre especies de rizobios y
sus plantas hospederas es debido a la incapacidad que algunos rizobios tienen para persistir
bajo estas condiciones, pues su sobrevivencia o crecimiento es adversamente afectado
(Reeve et. al., 1998).

Se sabe que las raices de las leguminosas secretan iones H' y acidos organicos, lo que
trae como consecuencia una considerable disminucion en el pH de la rizésfera, siendo en
ocasiones tanto como 2 unidades menor que el del resto del suelo. Por lo tanto, la acidez
representa un estrés al que se enfrentan las bacterias no sélo en suelos con este problema,
sino también en su ambiente rizosférico (Vinuesa er. al., 2002). Ademas, también se cree
que el nodulo es un compartimiento acidificado (LeVier er. al., 2000; Raetz y Whitfield,
2002). Una alta concentracion de protones en el medio puede resultar en una subsecuente
acumulacion de este anién en el citoplasma celular, el pH intracelular 4cido afecta
negativamente el flujo metabélico y dafia macromoléculas como el DNA (Foster, 1999).

Las cepas de una especie particular varian ampliamente en su tolerancia al pH
(Zahran, 1999). En general, muchas cepas de rizobios son incapaces de crecer en medios de
cultivo con valores de pH menor o igual a 5, s6lo muy pocas son capaces de tolerar pH de
4.5, las bases genéticas para las diferencias encontradas ain no son claras. (Sadowsky y

Graham, 1998). Las leguminosas también exhiben tolerancias distintas a la acidez (Zahran,

1999).
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Existen distintos mecanismos involucrados en la capacidad de los microbios de
subsistir y crecer en niveles de pH bajos, siendo uno de ellos la regulacion del pH
citoplasmatico mediante la generacion de un gradiente que le permite mantener un pH
interno constante (O’Hara er. al., 1989; Chen er. al., 1993; Ricillo et. al., 2000b), este
proceso requiere tanto de elementos activos como pasivos (Reeve er. al., 1998) e implica el
control sobre el movimiento de los protones que cruzan la membrana citoplasmatica de la
célula (Chen er. al., 1993). Otra respuesta es la acumulacion de solutos compatibles (Ricillo
et. al., 2000b). Se ha reportado la acumulacién citoplasmatica de glutamato y potasio en
células estresadas por acidez, la cual es una respuesta similar a la encontrada en células con
estrés osmotico (Zahran, 1999). La produccién de exopolisacaridos (Crockford et. al.,
1996), diferencias en la composicién y estructura de la membrana externa (LPS), la
acumulacion de poliaminas celulares, la permeabilidad de la membrana, el metabolismo del
calcio, la exclusion y extrusion de protones y la sintesis de proteinas de choque acido,
también son mecanismos que han sido asociados con el crecimiento de las células a pH

acido (Sadowsky y Graham, 1998; Zahran, 1999).

1.3.4 Estrés por el fungicida “Captan”

Los plaguicidas son cualquier sustancia o mezcla de sustancias que estan destinadas
al combate de organismos a los que se considera plagas. Son el resultado de un proceso
industrial de sintesis quimica y se han convertido en la forma principal de control de plagas
que dafan a los cultivos agricolas. Todos los plaguicidas son sustancias toxicas disefiadas
para interferir o modificar los mecanismos fisiolégicos fundamentales de los organismos
patégenos o plagas, pero muchas veces no sélo afectan los de aquellos a los que pretenden
controlar, sino que también afectan la fisiologia de otros seres vivos denominados no
blanco (Bejarano, 1998), incluidas las bacterias (Chalam et. al., 1997; Kyei-Boahen et. al.,
2001). También constituyen una de las principales fuentes de contaminacién ambiental, por
lo que su uso continuo agudiza el llamado desequilibrio ecoldgico (Instituto Nacional de
Ecologia, 2002).

Entre los plaguicidas, un tipo ampliamente utilizado en la agricultura de nuestro pais

es el de los fungicidas. Se clasifican en dos tipos: sistémicos y de contacto. Los primeros
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Introduccion
e
son especificos para ciertas enfermedades, penetran en la semilla y proporcionan una
proteccion temprana a la plantula. Los fungicidas de contacto protegen la parte externa de
la semilla contra una amplia variedad de enfermedades causadas por hongos tales como
Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, etc., que atacan a la semilla en el almacén o en la
emergencia en la siembra y generalmente se aplican cuando las semillas estan almacenadas
(Hasan, 1999). Algunos ejemplos de fungicidas de contacto que se encuentran actualmente
en el mercado son Captan, Thiram, Clorotalonil, entre otros (Pardo-Castro, 1990).

El Captan es un fungicida ftalimida de contacto cuya formula quimica es
CoHgCI3NO,S (Fig. 1.3). En su forma pura es una sustancia cristalina de color blanco, en su
forma comercial es amarillo (Environmental Protection Agency, 2003). Es practicamente

insoluble en agua y soluble en solventes organicos comunes como acetona, cloroformo,

dimetilsulfoxido, etc. (Extension Toxicology Network, 1996).

Figura 1.3.-Estructura quimica del Captan.

A pesar de tener tres dtomos de Cloro, no es I -S-CCl3
considerado un_  organoclorado. Por su

conformacién de anillos se asemeja a los

flavonoides. =~ Tomado de  Extension

Toxicology Network, 1996.

i
A
—(

Su uso esta prohibido en otros paises pero autorizado en México (Bejarano, 1998),
empleandose en estados del sureste como Tabasco y Campeche. Segiin la Asociacién
Mexicana de la Industria de Plaguicidas y Fertilizantes, el Captan se encuentra entre los
diez primeros fungicidas mas utilizados, ocupando el séptimo lugar (AMIPFAC, 1995).
Algunos de sus efectos son los siguientes: baja toxicidad aguda en humanos, puede causar
dermatitis al contacto (Fenske et. al., 1998); extrema toxicidad crénica, altera funciones del
higado y rifiones, oficialmente considerado como cancerigeno por el gobiero de USA,
mutagénico, provoca aberraciones cromosomicas, teratogénico. Contamina el suelo y las
aguas subterraneas, es altamente toxico para los peces, también afecta a anfibios y aves
(Observatorio Latinoamericano de Conflictos Ambientales, 1996) y a diversos organismos

fijadores de nitrégeno, en su crecimiento y en la actividad de la nitrogenasa (Chalam et. al.,

1997).
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2. Antecedentes

2.1 Rhizobium tropici CIAT899: el modelo de estudio

Rhizobium tropici CIAT899 es la cepa tipo de la especie, fue aislada de suelos de
Colombia y forma asociaciones simbioticas con algunas leguminosas como el frijol comin
(Phaseolus vulgaris L.) (Martinez-Romero et. al., 1991).

Se ha determinado en diferentes trabajos que posee una alta resistencia intrinseca a
distintos tipos de estrés ambiental (pH 4cido, estrés osmotico, altas temperaturas, aluminio).
Esta elevada tolerancia es notable cuando se compara con especies de otros géneros y atn
con especies del mismo género, las cuales son mas sensibles o susceptibles a multiples
condiciones adversas. Es por esto que R. tropici CIAT899 es un modelo adecuado para
estudiar los efectos y las respuestas manifestadas ante distintos tipos de estrés abidtico

(Martinez-Romero er. al., 1991; Kinglsey y Bohlool, 1992; Graham et. al., 1994; Ricillo et.
al., 2000 a;b).

2.1.1 La importancia de la fucosa para la formacién del polisacirido O en R. tropici
CIATS899

Desde hace varios afios (Gil-Serrano et. al., 1995) se caracterizé la estructura del
antigeno O de los LPS de R. tropici CIAT899 y se determiné que su unidad repetitiva esta
compuesta de los monosacaridos glucosa, talosa y fucosa:

— 4)-B-D-Glc p-(1 — 3)-6-deoxi-a-D-Tal p-(1 — 3)-a-L-Fuc p-(1—>
:
Qac

Figura 2.1.- Estructura de la unidad repetitiva del antigeno O de R. tropici CIAT899. Tomado de
Gil-Serrano er. al., 1995,

Asi, debido a que la fucosa forma parte de las subunidades que conforman al antigeno

O en R. tropici CIAT899, su biosintesis es necesaria para la formacion del polisacarido O

maduro.
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La fucosa es un monosacarido que se encuentra conformando muchos glucanos
biolégicamente importantes como los lipopolisacaridos bacterianos y las glucoproteinas y
glucolipidos eucariontes. La fucosilacion de estas moléculas requiere del azicar
nucleotidica GDP-L-fucosa como donadora de fucosa y la correspondiente
fucosiltransferasa. Puede ser sintetizada a través de dos vias metabodlicas distintas
denominadas de salvamento y de novo de las cuales la primera no ha sido determinada en
bacterias, a diferencia del sistema de novo, que es el mas conspicuo pues se ha encontrado
tanto en células procariontes como en eucariontes. En ésta via, la GDP-L-fucosa es
sintetizada a partir de GDP-D-manosa en un camino biosintético de tres pasos, catalizado
por dos enzimas comunes a los dos grupos de organismos (Jarvinen et. al., 2001). La via de
sintesis inicia con la deshidratacion de GDP-D-manosa por la proteina GDP-D-manosa-4,6-
dehidratasa (GMD), codificada por el gen gmd, produciendo GDP-4-keto-6-deoxy-D-
manosa. Este intermediario sufre una subsecuente epimerizacién en las posiciones C-3 y C-
5, lo que provoca que el anillo de la hexosa pase de una configuracién D- a una
configuracién L-. Finalmente, experimenta una reduccién dependiente de NADPH en la
posicion C-4. Los ultimos dos pasos, es decir, la epimerizacién y la reduccidn, son
catalizados por una sola enzima bifuncional, la GDP-4-keto-6-D-deoximanosa
epimerasa/reductasa (FCL) (Vinuesa, 1998), conocida también como GMER
(Andrianopoulos et. al., 1998; Jirvinen et. al., 2001) o GDP-L-fucosa sintetasa (GFS) (Wu
et. al., 2001), codificada por el gen fcl.

OH lanP'
OH OH o OoH
4 A S o B N 4 m
H O\ ~ g s "
DP HO oGDP HO OGDP

0G| OGDP
GDP-p-manncse GDP-4 xeto-G-daoxy- GDP-4-heto-6-deoxy- GDP-L-fuccse
o-mannase L-palactose

Figura 2.2.- Biosintesis de GDP-L-fucosa a partir de GDP-D-manosa. Ruta de tres pasos en la que
intervienen dos distintas enzimas. Tomado de Wu et. al., 2001.

2.1.2 Los genes gmd y fcl en el genoma de R. tropici CIAT899

El conocimiento de que el antigeno O de R. tropici CIAT899 posee residuos de
fucosa en su unidad repetitiva, llevé al planteamiento del presente trabajo de generar una

mutante de LPS mediante la inactivacion de los genes que se encargan de sintetizar dicho
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residuo, pues al eliminar la fuente de obtencion de la fucosa, ésta no podra ser incorporada
para la conformacion de las unidades repetitivas del lipopolisacarido O, evitando su
maduracion.

Se han descrito ya mutantes en bacterias en las cuales la fucosa forma parte de su
antigeno O, incapaces de sintetizar ésta estructura, debido a la inactivacién de genes que
codifican proteinas homologas a GMD y FCL. McGowan er. al. (1998) caracterizaron una
mutante nula de wbcJ (gen que codifica una proteina homoéloga a GMD) en Helicobacter
pylori. Esta mutante mostré un fenotipo LPS-R y fue incapaz de infectar el tracto digestivo
humano, lugar donde se encuentra en condiciones normales.

Por otro lado, Vinuesa (datos no publicados) obtuvo una mutante LPS-R de la cepa R.
etli KIMS3s, siendo ésta también incapaz de nodular a su macrosimbionte habitual, el frijol.
Dicha mutante, nombrada KIMA1 se obtuvo mediante una delecion en el gen gmd, que
tiene 1062 nucleétidos y en el fel, con 952 nucledtidos, organizados en una sola unidad
transcripcional. La mutante se produjo utilizando un plasmido (pPVKIMAL) que tiene
clonadas regiones internas de estos genes, separados por un cassette de Kanamicina.
Mediante un experimento de recombinacion, estos genes interrumpidos reemplazaron a los
de la cepa silvestre, generando la delecion. Adicionalmente, esta cepa fue complementada
con una libreria de césmidos de R. tropici CIAT899. Al conjugarse con la libreria, se
recuperaron colonias de la mutante KIMAI que restauraron el fenotipo de nodulacién de la
cepa silvestre, lo cual sugiere que entre los ortélogos gmd y fcl de R. etli KIMS5s y R. tropici
CIAT899 existe una identidad en secuencia, pues uno fue capaz de restaurar el fenotipo
silvestre del otro. Mediante la utilizacion de oligonucleétidos degenerados disefiados a
través del alineamiento multiple de secuencias de los genes gmd y fc/ de distintos
organismos, Vinuesa (datos no publicados) logré obtener un producto amplificado por PCR
del genoma de R. tropici CIAT899. Asi, la presencia de los genes gmd y fcl en el genoma
de R. tropici CIAT899 y la identidad de éstos entre las dos cepas de bacterias ya habia sido
demostrada por Vinuesa (datos no publicados), lo cual sentd las bases para el desarrollo del

presente trabajo.
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3. Objetivos

Objetivo general

% Determinar el papel de los lipopolisacaridos de Rhizobium tropici CIAT899 en la

resistencia a distintos factores de estrés, en especial del antigeno O

Objetivos particulares

ol

» Obtener una mutante de R. tropici CIAT899 en la biosintesis del antigeno O de los

lipopolisacaridos.

¢ Determinar la respuesta de la mutante en el crecimiento a distintos factores de estrés
(acidez, estrés osmotico, estrés oxidativo y estrés por plaguicida) al compararla con
la silvestre.

+» Evaluar la capacidad simbidtica de la cepa mutante

¢ Realizar experimentos de complementacion de la mutante.

22



Hipotesis y Justificacion

4. Hipotesis

Alteraciones en la estructura de los LPS, como seria la eliminacién del antigeno O,
produciran una variacion en el comportamiento que las bacterias generen frente a distintas
condiciones hostiles. La mutante con moléculas de LPS incompletas presentara una menor

resistencia ante las distintas condiciones de estrés, en comparacién con la silvestre.

5. Justificacion

La interaccién rizobio-leguminosa es de suma importancia para la agricultura y el medio
ambiente en general, por tal motivo es necesario entender c6mo es que esta interaccion
ocurre a nivel de todos sus componentes. Uno de estos componentes, el microsimbionte,
juega un papel determinante en el establecimiento de la simbiosis y la mayoria de las veces
el éxito de la interaccion depende del estado fisiologico en el que éste se encuentra
creciendo alrededor. Este crecimiento sera mejor entendido sélo cuando la fisiologia de
dichos organismos sea estudiada en detalle bajo condiciones subdptimas, pues son las que
generalmente encuentran en su medio natural.

Por lo tanto, es importante caracterizar la influencia que la arquitectura molecular de
la superficie bacteriana tiene en su crecimiento, sobrevivencia y persistencia en el suelo en
condiciones adversas, asi como en la interaccion con el hospedero con el fin de contribuir al
conocimiento de todos los aspectos implicados en el establecimiento de una simbiosis
exitosa.

El entendimiento de la adaptacion de las bacterias a condiciones adversas puede sentar
las bases para la generacion de cepas mejoradas que sean resistentes a muchos tipos de

estrés ambiental y al ser utilizadas como indéculos se mejoren sus expectativas de

sobrevivencia en el suelo.
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6. Materiales y métodos
6.1 Cepas y plasmidos utilizados

Las cepas de bacterias y plasmidos utilizados se enlistan en la tabla 6.1.

Cepa o plasmido Caracteristicas relevantes Referencia

Cepa

Rhizobium tropici CIAT899 Silvestre, LPS-S, Ndv', Fix™ (Km') Martinez -Romero et. al., 1991

R. tropici FR1 LPS-R, Ndv, Fix" (Km) Este trabajo

R. tropici FR1/pPVIpsCOS!  LPS-S, Ndv', Fix" (Km', Tc") Este trabajo

Escherichia coli S17-1 RPA integrado en el cromosoma, Simon er. al., 1983
recA, 2-Tc::Mu-Km::Tn7 (Nal")

E. coli S17-1/Km pPVKIMAI transformado (Km") Este trabajo

E. coli S17-1/Tc pPVIpsCOSI1 transformado (Tc") Este trabajo

Plasmido

pPVKIMA1 Vector pk19mobsac con regiones Vinuesa, no publicado

internas de los genes gmd y fel
de R. etli KIMS5s clonadas
pPVIpsCOS1 Césmido de R. tropici CIAT899 Vinuesa, no publicado
complementante de una mutante
LPS-R de R. etli KIMSs recuperado
a partir de una libreria de césmidos, (Tc")
Tabla 6.1.- Lista de cepas y plasmidos empleados en el presente trabajo.
Nal: Acido nalidixico; Km: Kanamicina; Tc: Tetraciclina. (" resistente, ~ no resistente); Ndv', Fix: Sin
capacidad de nodulacién ni fijacién de N2; Ndv', Fix": Con capacidad de nodulacién y fijacién de Na.

6.2 Medios y condiciones de cultivo

6.2.1 Rhizobium. tropici

El medio PY (Noel et. al., 1984) (ver Apéndice I) fue utilizado como medio complejo
para el crecimiento de rutina de R. tropici CIAT899, FR1 y FR1/pPV1psCOS1 a 30° C.
También fue utilizado para el analisis del estrés oxidativo y del fungicida. El medio 20E
(Wemer et. al, 1975) (ver Apéndice I) fue utilizado para evaluar el crecimiento de las cepas
en la presencia de pH acido a 30° C. El medio minimo (Kingsley y Bohlool, 1992) (ver
Apéndice I) se utilizo para analizar la osmotolerancia, asi como para el “screening” de las
mutantes a 30° C.Cuando fue necesario, los diferentes medios de cultivo fueron
suplementados con antibidticos (ver Apéndice I).

6.2.2 Escherichia coli

E. coli S17-1 fue incubada rutinariamente en medio LB (Sambrook et. al., 1989) a
37° C. Cuando fue necesario, el medio de cultivo fue suplementado con distintos
antibiéticos, dependiendo de los plasmidos que se usaron para transformar las cepas (ver
Apéndice).

El disefio experimental seguido se ilustra en un diagrama de flujo en la Fig. 6.1.
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P Cultivo y mantenimiento de Transformacion de pPVKIMAL en E. coli
2 R. tropici CIAT899 S17-1 produciendo E. coli S17-1/Km
.| Conjugacion de E. coli S17-1/Km con R. tropici
"] CIAT899 (proceso de recombinacién heterologa)
Seleccion de recombinantes
sencillas (Km")
Seleccién de recombinantes dobles (Km'
y crecimiento en sacarosa)
Obtencién de mutante
LPS-R: R. tropici FR1
4
2 Anilisis fenotipicos: floculacién en
medio Ilqmd;J y ap;nenma rugosa en T —
plachs & dgar pPVIpsCOS1 en E.
coli S17-1
nroduciendn F enli
Conjugacion de E. coli S17-1/Tc con
R. tropici FR1 con el fin de <
complementar a FR1
Selecci6n de transconjugantes (Tc") R.
tropici FR1/pPVIpsCOS1
A 4
Oxidatio Acidez Osmético Captan Inoculacion en
Control Control Control (0 NaCl) Control (0 Captan) semillas de frijol
1.5 mM H,0, (pH 6.8) 100 mM NaCl 20 pg/ml Captan Negro Jamapa
3.0 mM H.0, pH 4.5 200 mM NaCl 25 ugj'm] Cap[an
300mMNaCl | | 30 ug/m Captan v
400 mM NaCl 40 pg/ml Captan Determinacién de
la capacidad de
Figura 6.1.- Diagrama de flujo del disefio experimental. Hodula
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6.3 Obtencion de la cepa mutante de R. rropici CIAT899

Para generar la mutante de R. tropici CIAT899 con una delecion en los genes gmd y
fel se utilizé el plasmido pPVKIMAI (Vinuesa, no publicado), el cual es un derivado del
vector pkl19mobsac (Schifer er. al., 1994) en el que se clond una region interna del gen
gmd y otra del gen fe! de R. etli KIMS5s, separadas por un cassette de kanamicina (Vinuesa,
no publicado).

El plasmido pk19mobsac tiene un limitado rango de hospederos, se replica solamente
en las enterobacterias siendo por lo tanto un vector integrativo en los rizobios Posee el
marcador para la resistencia a Kanamicina (Km) y el gen sacB, el cual confiere sensibilidad
a la sacarosa en bacterias Gram negativas. Solo aquéllas células en donde se produzca un
segundo evento de recombinacién (intercambio de marcadores) pierden el vector y los
marcadores que éste llevaba, pudiendo crecer en sacarosa, permitiendo por lo tanto, la
seleccion positiva de recombinantes dobles (Schifer er. al., 1994).

Sall Sall

EcoRI Xbal
fel

7.691 kb

sacB K

Fig. 6.2.- Plasmido pPVKIMAI (Vinuesa, no publicado), derivado del vector pkl9mobsac
(Schifer et. al., 1994) en el que se clond una regién interna del gen gmd y otra del gen fel de R. etli
KIMS5s, separadas por un cassette de kanamicina (Vinuesa, no publicado). Mostrados estén los sitios
de restriccion, los marcadores del plasmdio (sacB y Km) y el tamario del plasmido.

El vector pPVKIMAI se transformé (ver Apéndice II: Transformacién) en la cepa E.
coli S17-1, cuyo uso es conveniente en experimentos de movilizacién ya que no necesita de
un plasmido “helper” para la transferencia del plamido, permitiendo entonces una
conjugacién biparental (Simon et. al., 1983). Una vez transformado el plasmido en E coli.
S17-1, ahora nombrada E. coli S17-1/Km éste se transfirié a R. tropici CIAT899 mediante
un experimento de conjugacién (ver Apéndice II: Conjugacion).

Al integrarse pPVKIMALI en R. tropici CIAT899, las regiones de los genes de R. etli
KIMS5s que lleva clonadas, recombinaron con regiones del genoma de R. tropici CIAT899
(donde estan los genes heterdlogos para gmd y fel). Esta recombinacion es posible debido a
que estas dos especies poseen una identidad en secuencia en dichos genes (Vinuesa, no
publicado). Después de la movilizacion, el plasmido solo puede ser mantenido por
integracién en el cromosoma via recombinacién, en este caso, heterdloga pues se trata de
dos especies distintas, R. etli KIM5s y R. tropici CIAT899. Primero hubo un sélo evento de
recombinacion en alguno de los dos genes, con lo cual el plasmido se integrd
completamente en el genoma de R. tropici CIAT899, expresando la resitencia a Km, sin
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embargo, al promover un segundo evento de recombinacion, el plasmido sufrié un proceso
de escisién pues se produjo un intercambio de los fragmentos clonados de R. et/i KIMS5s en
pPVKIMAI con los fragmentos heterélogos de los genes gmd y fel de R. tropici CIAT899,
provocando una interrupcion en dichos genes:

A) B)
Genoma de R. tropici CIAT899 Genoma de R. tropici CIAT899

X X
AT,

——{ond PZ] Km PZ77—A—7Aed { fa — (emd V7 Km . 12 ZZ0c>
Genoma de R. tropici CIAT899 Genoma de R. tropici CIAT899

Fig. 6.3.- Modelo de recombinacién heterdloga, el uso del plasmido pkl9mob/sac permitié la
seleccion positiva de recombinantes dobles. A) Recombinantes sencillas en las cuales se integra
todo el vector.B) En la recombinacién doble se pierde el gen sacB, pudiendo crecer las células en la

%cia de sacarosa.
Regiones internas de los genes gmd o fel de R. erli KIMSs
[—Genes gmd o fcl de R. tropici CIAT899

6.4 Complementacion de la cepa mutante R. tropici FR1

Para llevar a cabo la complementacion de la mutante FR1, se transformé (ver
Apéndice II: Transformacion) E. coli S17-1 con el plasmido pPVIpsCOS1 (nombrandose
Escherichia coli S17-1/Tc). pPVIpsCOS1 es un césmido obtenido a partir de una libreria de
césmidos de R. tropici CIAT899 conjugada con mutantes LPS-R de R. etli KIM5s que
recobraron el fenotipo silvestre a LPS-S, Ndv", Fix'. El césmido es el pldsmido aislado a
partir de estas mutantes complementadas de R. etli KIMS5s (Vinuesa, datos no publicados).

Este plasmido transformado fue movilizado a la cepa R. tropici FR1 por conjugacion
biparental (ver Apéndice II: Conjugacion). Las transconjugantes se plaquearon en MM Nal
Tc. La cepa complementada se nombré R. tropici FR1/pPVIpsCOSI.

6.5 Ensayos de estrés

Para cada uno de los experimentos se adicionaron distintos componentes a los medios
de cultivo. Todos los experimentos fueron repetidos tres veces en dos experimentos
independientes.

6.5.1 Crecimiento en distintos factores de estrés

Un método util y rapido de obtener un estimado del crecimiento celular es a través del
uso de la medida de turbidez del cultivo mediante un espectrofotémetro. Una suspensién
celular parecerd mas turbia a la vista cuando mayor numero de células, traducido en
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crecimiento, haya en un cultivo (Brock, 2003) y ha sido una estrategia utilizada por muchos
grupos de trabajo para determinar los efectos de ciertas condiciones sobre el crecimiento
celular (Lloret et. al., 1995; Chalam et. al., 1997; Ricillo et. al., 2000b; Nogales et. al.,
2002). También el conteo de unidades formadoras de colonias constituye un método util
para evaluar el crecimiento celular (Brock, 2003).

6.5.1.1 Estrés oxidativo

Para evaluar el efecto del peréxido de hidrégeno en el crecimiento de las bacterias se
hizo lo siguiente: las tres cepas (R. tropici CIAT899, FR1 y FRI1/pPVIpsCOS1) se
crecieron por separado en 3 ml de medio PY liquido hasta alcanzar la fase exponencial
(ODggq de 0.5), se tomaron alicuotas de cada uno de los cultivos (100 pl) y se plaquearon
diluciones seriales (10*, 107 y 10®) sobre placas de PY, otras alicuotas fueron tomadas
para incubarlas por 20 minutos adicionales con 1.5 y 3 mM de H,0,. Transcurrido el
tiempo se plaquearon de igual forma que las anteriores. Después de 48 horas de incubacién
de las placas a 30° C, se conté el numero de colonias formadas. La fracciéon de
sobrevivencia fue definida como el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC)
recuperadas después del tratamiento, dividido por el valor de UFC antes del tratamiento
(Eiamphungporn et. al., 2003). Este valor fue traducido a porcentajes.

6.5.1.2 Estrés osmotico

La tolerancia a sal fue evaluada por el crecimiento de las bacterias en medio liquido.
Se crecieron por separado cultivos de las tres cepas en medio liquido con los antibidticos
adecuados, durante aproximadamente 10 horas en agitacion continua, estos cultivos se
inocularon en matraces de 250 ml conteniendo 50 ml de medio para alcanzar una densidad
optica a 600 nm (ODgg) de ~0.05. Los matraces contenian MM suplementado con 0
(control), 100, 200, 300 6 400 mM de NaCl. Se incubaron a 30° C en un agitador por 4 dias
y el crecimiento fue monitoreado turbidométricamente registrando la densidad 6ptica a 600
nm cada 12 horas en un espectrofotometro Beckman DU650. Con estos datos se graficé la
ODyo contra el tiempo.

6.5.1.3 Estrés por acidez

Para la determinacion de la tolerancia a pH é&cido, las distintas cepas fueron
inoculadas en medio 20E teniendo un pH de 6.8 (control) y en medio tamponado a pH 4.5
con 25 mM de acido etanosulfonico Homopiperazine-N,N’-bis-2 (Homopipes). Matraces
con 50 ml de medio fueron inoculados de la misma forma en la que ya se describi6 para el
experimento con NaCl (hasta alcanzar una ODgy de ~0.05). Los matraces conteniendo a las
bacterias fueron incubados unicamente por 2 dias, pues transcurrido este tiempo el pH no
mantenia su acidez y se volvia mas basico. La densidad éptica (ODgg) fue registrada cada 3
horas y se grafico contra el tiempo.



Materiales y métodos

6.5.1.4 Estrés por el fungicida“Captan”

El crecimiento en la presencia de Captan fue monitoreado tanto en cultivos liquidos
como en medio solido. La estimacion del crecimiento en medio liquido se llevo a cabo de la
misma manera en que se realizé para el estrés osmotico sélo que en lugar de NaCl, se
adicionaron 0, 20, 25, 30 6 40 ug/ml de Captan al medio PY. Para el experimento en cajas
se crecieron cultivos liquidos de cada cepa hasta alcanzar la fase exponencial media (ODggo
de 0.5) y 20 pl de cada dilucién (100, 107, 10% y 107) de éstos cultivos se aplicaron en
forma de gota (sin plaquear) sobre las cajas conteniendo las distintas concentraciones ya
mencionadas de Captan. El crecimiento se registré6 después de 48 horas. El fungicida
Captan usado fue el de empleo comercial obtenido a partir de Hoechest.

6.6 Ensayos de nodulaciéon

Con el fin de determinar el comportamiento de la cepa mutante en simbiosis y
compararla con la silvestre, se inocularon la cepa silvestre, la cepa mutante y la cepa
complementada por separado en semillas de frijol negro Jamapa (ver Apéndice II), variedad
cominmente utilizada en experimentos de nodulacién.
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7. Resultados

Modificaciones en los LPS, y especialmente en el antigeno O, constituyen parte de los
mecanismos de resistencia que muchas bacterias emplean en respuesta a condiciones
adversas, incluyendo pH acido, estrés oxidativo y estrés osmotico (Lloret er. al., 1995;
Zahran, 1999; Lerouge y Vanderleyden, 2001; Sabra et. al., 2003). Si R. tropici CIAT899
utiliza estos mismos elementos como parte de su tolerancia intrinseca, entonces su
comportamiento ante estas condiciones de estrés teniendo moléculas de LPS incompletas,

por ejemplo la falta del antigeno O, se vera afectado.

7.1 Obtencion de una cepa de R. tropici CIAT899 portadora de una
mutacion en los genes gmd y fcl

La cepa fue generada a través de mutagénesis por recombinacion. Como era de
esperarse para una recombinacion heterologa, la tasa de recombinacién fue bajisima,

encontrandose de 0-1 transconjugantes en la dilucién 107"
7.1.1 La cepa mutante de R. tropici CIAT899 (R. tropici FR1) posee un fenotipo LPS-R

La cepa mutante obtenida se confirmo, por la resistencia adquirida producto de la
recombinacién. Y fenotipicamente por la apariencia rugosa de las colonias al crecerlas
sobre placas de 20E (indicio de la falta del antigeno O), produciendo un fenotipo LPS-R, a
diferencia de la cepa silvestre, la cual posee un fenotipo liso. También se confirmé por su
fenotipo de floculacion (autoaglutinacién) que aparece cuando, después de ser crecidas
hasta saturacién en medio liquido, las células tienden a sedimentarse rapidamente y después
de 20-30 minutos de estar sin agitacion constante, las bacterias se van al fondo; lo cual no
ocurre con la cepa tipo silvestre (Fig. 7.1). El fenotipo de floculacion lo presentan bacterias
de Rhizobium con LPS sin el polisacirido O (Vinuesa er. al., 1999). Y debido al fenotipo
rugoso de la mutante fue que ésta se nombré R. tropici FR1. Asi, R. tropici FR1 es una
cepa LPS-R derivada de CIAT899 tipo silvestre por inactivacién de los genes gmd y fcl,

involucrados en la biosintesis de fucosa.
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7.1.2 Un césmido de R. tropici CIAT899 produjo el restablecimiento del fenotipo de la
cepa silvestre en FR1

A R. tropici FR1 se le transfirié por conjugacién un césmido, el pPVIpsCOS1. Este
fue aislado a partir de un libreria de cosmidos de R. rropici CIAT899 que complement6 a
una mutante de R. etli KIMSs con una delecién en los genes gmd y fel (Vinuesa, datos no
publicados). Asi, la cepa mutante obtuvo un césmido que replica en trans. FR1 recuperé el
fenotipo de la cepa silvestre (apariencia lisa de las colonias sobre placas de agar y sin
floculacion en medio liquido) (Fig. 7.1), por lo que el plasmido complementa la mutacion

en FR1. La cepa complementada fue nombrada FR1/pPVIpsCOS1.

R. tropici R. tropici R. tropici
CIA'T 899 I'R1 FRI/pPVIpsCOSI

Figura 7.1.- Fenotipo de floculacién. Fotografia donde se muestra el comportamiento de las
distintas cepas de R. fropici al crecerlas en medio liquido tras media hora de estar sin agitacion. El
primer tubo de izquierda a derecha representa la cepa tipo silvestre (CIAT899), el tubo 2 la cepa
mutante (FR1) y el tubo 3 la cepa complementada (FR1/pPVIpsCOS1). R. tropici FR1 presenta la
rapida sedimentacion de las células, a diferencia de las cepas silvestre y complementada.
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7.2 Crecimiento bajo distintas condiciones de estrés de las cepas R. tropici
CIAT899, FR1y FR1/pPVIpsCOS1

Las tres cepas fueron expuestas a distintas condiciones de estrés y determinado su
crecimiento. Las concentraciones utilizadas en cada experimento corresponden a
concentraciones previamente establecidas en otros trabajos en las que se comprobd que R.
tropici CIAT899 crece dptimamente. Lo anterior es importante debido a que lo que se
determind fue el comportamiento de la cepa mutante al compararlo con el de la silvestre y

ésta ultima requeria presentar un crecimiento favorable en dichas condiciones de

laboratorio.
7.2.1 Estrés oxidativo por ROS

En este experimento se utilizé el peroxido de hidrégeno para producir un estrés
oxidativo por exposicién de las bacterias a ROS en medio liquido. Se utilizaron dos
concentraciones de H»0O; (1.5 mM y 3 mM) (Ricillo er. al, 2000b). La fraccién de
sobrevivencia corresponde al nimero de UFCs recuperadas después del tratamiento,
dividido entre el nimero de UFCs antes del tratamiento (Eiamphungporn er. al., 2003),
convertido a porcentajes.

Como se observa en la grafica de la Fig. 7.2, para las dos concentraciones utilizadas,
es decir, 1.5 mM y 3 mM, las cepas silvestre y complementada no parecieron verse
seriamente afectadas, ya que la fraccion de sobrevivencia de las cepas CIAT899 vy
FR1/pPVIpsCOSI fue muy cercana al 100%. Aunque si hubo una diferencia en cuanto a la
sobrevivencia en 3 mM, con respecto a la exhibida en 1.5 mM, ésta fue minimoa. Asi, no se
observaron cambios importantes en la sobrevivencia entre una concentracién y otra para
ninguna de estas dos cepas.

Con respecto a la mutante, ésta disminuyé su viabilidad después del tratamiento, ya

que la sobrevivencia después del tratamiento fue aproximadamente del 85% para 1.5 mM y

del 80% para 3 mM.
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Figura 7.2.- Gréfica donde se muestra la fraccién de sobrevivencia traducida en porcentajes de las
cepas silvestre, mutante y complementada. Las cepas mutante y complementada mostraron un
comportamiento muy semejante en las dos concentraciones de H,O, (1.5 mM y 3 mM) y entre si.

7.2.2 Estrés por acidez

Para determinar el crecimiento de las bacterias en condiciones acidas, se crecid a la
cepa mutante, asi como a la silvestre y a la complementada en medio tamponado con pH
4.5, teniendo como control su crecimiento en pH 6.8. Este tltimo valor de pH es el optimo
de la cepa silvestre para crecer, sin embargo, también es capaz de hacerlo favorablemente
en pH 4.5 (Graham er. al., 1994, Vinuesa et. al.,, 2002). La sensibilidad a la acidez fue
definida experimentalmente como la incapacidad de crecer a pH 4.5.

Como se muestra en la Fig. 7.3, el crecimiento de la cepa R. tropici FR1 se vio
seriamente afectado con respecto a su control, pues practicamente no mostré ninglin
crecimiento a pH 4.5, a diferencia del crecimiento de CIAT899 y FR1/pPVIpsCOSI, cuyo
crecimiento no parecié verse afectado a este nivel de acidez ya que crecieron casi a la

misma tasa que a la que lo hicieron en pH 6.8 (Fig. 7.3).
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Figura 7.3.- Curva de crecimiento en pH 6.8 y pH 4.5 de R. tropici CIAT899, FR1 y
FR1/pPVIpsCOS1. Por razones de espacio, la cepa complementada FR1/pPVIpsCOS1 es nombrada
en la grafica FR1/pPVL.

7.2.3 Estrés osmébtico por Cloruro de Sodio

Para caracterizar la osmotolerancia de las distintas cepas, se determiné su crecimiento
en distintas concentraciones de NaCl que fueron de 100 a 400 mM (Ricillo et. al., 2000b,
Nogales et. al., 2002).

En la presencia de 100 mM de NaCl, las cepas CIAT899, FR1 y FR1/pPVIpsCOS1
parecieron no verse afectadas en lo absoluto en su crecimiento, pues cada una crecio
practicamente a la misma tasa en la que lo hicieron en medio no suplementado con NaCl
(Fig. 7.4).

Al aumentar las concentraciones de NaCl en el medio, se pudieron observar distintos
efectos en las tasas de crecimiento de las cepas.

Se encontrd que para la cepa silvestre, la concentracion de 200 mM parece no afectar
significativamente su crecimiento (Fig. 7.5), es para la concentracién 300 mM (Fig. 7.6)
donde se ve una disminucion significativa en el crecimiento y para la concentracion de 400
mM (Fig. 7.7) el crecimiento descendi6 a casi la mitad comparado con el control.

Para FR1 en la Figura 7.5, se observa que en la concentracion 200 mM, el

crecimiento disminuy6 a una mayor tasa en comparacién con lo que disminuyé el de la

34



Resultados
silvestre en la misma concentracién, comparado con su control. Sin embargo, este
decremento no fue tan acentuado, a diferencia de lo que ocurre en las concentraciones 300
(Fig. 7.6) y 400 mM (Fig. 7.7), donde se observa un decremento dramatico y practicamente
no hay crecimiento celular.

Un aspecto que llama la atencion es la fase lag alargada que presentan la cepa
mutante en la concentracién 200 mM (Fig. 7.5) y la silvestre en la 300 (Fig. 7.6) y 400 mM
(Fig. 7.7), que aunque si crecen, se demoran mas en alcanzar la fase exponencial.

Para FR1/pPVIpsCOS1 (Figs. 7.5, 7.6 y 7.7), el comportamiento es muy parecido al
de la cepa silvestre en todas las concentraciones probadas. También presenta la fase lag
alargada en 300 y 400 mM de NaCl (Figs. 7.6 y 7.7).

Asi, la cepa FR1 manifesto ser mas sensible a la sal, pues su crecimiento se inhibié a
las concentraciones 300 y 400 mM y a mayor concentracién de NaCl, éste decrementd. Lo
anterior contrasta con lo observado para las cepas silvestre y la complementada, las cuales
fueron capaces de crecer, aunque a una tasa menor, en dichas cantidades de NaCl y su
desarrollo no fue en ningin caso totalmente inhibido, mostrando tasas de crecimiento

razonable a todas las concentraciones de NaCl probadas.
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—a—CIAT899 100 mM NaCl —a—FR1 100 mM NaCl - - -& - - FR1/pPVI 100 mM NaCl

Figura 7.4.- Crecimiento de las cepas silvestre, mutante y complementada en 100 mM de NaCl y
en medio sin NaCl. No se observaron cambios en las tasas de crecimiento de ninguna de las cepas
con respecto de una condicion a otra. Por razones de espacio, la cepa complementada
FR1/pPVIpsCOS1 es nombrada en la grafica FR1/pPVI.
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Figura 7.5.- Crecimiento de las cepas silvestre, mutante y complementada en 200 mM de NaCl y
en medio sin NaCl. Por razones de espacio, la cepa complementada FR1/pPVIpsCOS1 es nombrada
en la grafica FR1/pPVL.
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Figura 7.6.- Curvas de crecimiento de las cepas silvestre, mutante y complementada en 300 mM
de NaCl y en medio sin NaCl. Se encontraron distintos efectos de dicha concentracion sobre el
crecimiento de las cepas silvestre y complementada con respecto a la mutante. Por razones de
espacio, la cepa complementada FR1/pPVIpsCOSI es nombrada en la grafica FR1/pPVI.
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Figura 7.7.- Curvas de crecimiento de las cepas silvestre, mutante y complementada en 400 mM
de NaCl y en medio sin NaCl. Por razones de espacio, la cepa complementada FR1/pPVIpsCOS| es
nombrada en la grafica FR1/pPV1.

7.2.4 Estrés por el fungicida “Captan”

En cuanto al tratamiento con el fungicida “Captan”, lo que se pudo advertir es que
para FR1 existe una relacion inversa entre el crecimiento y la concentracion del Captan;
cuanto mayor es la concentracion del Captan utilizada, menor crecimiento existe de las
bacterias. En las cepas CIAT899 y FR1/pPVIpsCOSI no se observa tal efecto y parece no
afectarles significativamente. Atin en la mayor concentracién de Captan utilizada, el
crecimiento de estas dos cepas no se ve disminuido ni siquiera a la mitad. Las
concentraciones utilizadas representan concentraciones donde R. tropici CIAT899 puede
crecer (Ormefio E, comunicacion personal).

La cepa FR1 resulté ser mas sensible al Captan, ya que en las concentraciones 20 y
25 pg/ml (Figs. 7.8 y 7.9), su crecimiento disminuyé significativamente en comparacion
con el control. En las concentraciones 30 y 40 pg/ml (Figs. 7.10 y 7.11) no se observé
ningin crecimiento celular. CIAT899 y FR1/pPVIpsCOSI crecieron favorablemente bien
en casi todas las concentraciones de Captan utilizadas (Figs. 7.8, 7.9 y 7.10), a excepcion

de 40 pg/ml, donde su crecimiento disminuy¢ significativamente (Fig. 7.11).
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Flgura 7.8.- Curvas de crecimiento de CIAT899, FR1 y FR1/pPVIpsCOS1 en 20 pg/ml de
Captan. El crecimiento de FR1 en comparacién con su control se vié disminuido. Por razones de
espacio, la cepa complementada FR1/pPVIpsCOS1 es nombrada en la grafica FR1/pPVI1.
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Flgura 79 Curvas de crecimiento dc C[AT899 FRI y FR1/pPVIpsCOSI1 en 25 pg/ml de
Captan. La cepa FR1 fue la tnica que se vié afectada en su crecimiento en esta concentracion. Por
razones de espacio, la cepa complementada FR1/pPVIpsCOS1 es nombrada en la grafica FR1/pPVL.
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Figura 7.10.- Crecimiento de CIAT899, FR1 y FR1/pPVIpsCOS1 en 30 pg/ml de Captan.
Ningtin crecimiento fue observado en FR1. FR1/pPVIpsCOS1 es nombrada en la grafica FR1/pPVI.
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Figura 7.11.- Curvas de crecimiento de CIAT899, FR1 y FR1/pPVIpsCOS1 en 40 pg/ml de
Captan. Las cepas silvestre y complementada disminuyeron su crecimiento significativamente. La
mutante no mostré crecimiento alguno. FR1/pPVIpsCOS|1 es nombrada en la grafica FR1/pPV1.

En cuanto al crecimiento en placas, para la cepa FR1 (Fig. 7.12), se observé un efecto

similar al encontrado en medio liquido, es decir, que conforme aumenta la concentracion de
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Captan, aparentemente su crecimiento va disminuyendo. En el caso de CIAT899 y
FR1/pPVIpsCOSI, practicamente no se observa ninguna disminucion en su crecimiento

/PY Control\
Dxfum -

10°/$ 2

R.wwopict. R tropied K1

CIAT o0y FRTvos CINTS99 R FR1 o
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Figura 7.12.- Crecimiento en placas de diferentes diluciones de las cepas silvestre, mutante y
complementada en distintas concentraciones de Captan. Una aparente disminucion en el nimero de
colonias formadas es observada en el caso de FR1 al aumentar la concentracion de Captan.

7.3 FR1 no indujo el desarrollo de nédulos en plantas de frijol

Como se observa en las figuras 7.13 y 7.14, las raices de las plantas donde se inoculd
FR1 no desarrollaron nddulos, mientras que las raices donde se habian inoculado la cepa
silvestre y la cepa complementada si presentaron el desarrollo de nédulos, siendo estos

ademas de una apariencia rojiza, presentando las lenticelas tipicas de los nédulos maduros.
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R. tropici

Figura 7.13.- Fotografia donde se observa el sistema radicular de plantas de frijol de 21 dias de
crecimiento donde se inocularon por separado las tres cepas de bacterias. Aquéllas que
desarrollaron nédulos fueron en las que se inoculé CIAT899 y FR1/pPVIpsCOS1. Los nédulos
estédn sefialados con flechas. FR1 no indujo la formacién de nédulos.

Figura 7.14.- Acercamiento de una de las raices inoculadas con CIAT899 y de un nédulo
desarrollado en dicha raiz. Como puede observarse posee lenticelas bien definidas y un color rojizo,
caracteristicas encontradas inicamente en los nédulos maduros y capaces de fijar nitrégeno.
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8. Discusion

Las bacterias del suelo como Rhizobium tropici, encuentran en su medio natural una serie
de fluctuaciones ambientales que pueden llegar a ser hostiles, los cuales pueden mermar su
sobrevivencia. Ademas, durante el proceso de simbiosis también se tienen que enfrentar a
distintas condiciones adversas que necesitan vencer para lograr una interaccién exitosa.

El trabajo realizado aqui demuestra que en R. tropici CIAT899, los LPS, y en
particular el antigeno O, estan involucrados en conferir la resistencia intrinseca mostrada
por esta cepa a distintos tipos de estrés abidtico. Prueba de lo anterior es que la mutante
LPS-R de esta bacteria fue seriamente afectada en su crecimiento en la presencia de las
condiciones probadas, a diferencia de la cepa tipo silvestre, la cual crecié favorablemente
en tales condiciones. Asimismo, el antigeno O esta involucrado en el desarrollo de una
interaccion exitosa con su macrosimbionte, pues la mutante FR1 no fue capaz de inducir la
formacion de nodulos en las raices de frijol.

En el presente estudio se generd y analizé a la mutante FR1, derivada de R. tropici
tipo silvestre. Fue reconocida como una mutante que produce moléculas de LPS
incompletas debido a la apariencia rugosa de las colonias al crecerlas sobre placas de medio
20E y a su tendencia a flocular en medio liquido. Ademas, tampoco estimulé la formacion
de nédulos en plantas de frijol tras 21 dias post-inoculacién. Estas caracteristicas
fenotipicas son comiinmente encontradas en mutantes de Rhizobium cuya produccién de

LPS es anomala (Vinuesa, 1999).

8.1 Comportamiento de FR1 ante las distintas condiciones de estrés

A excepcién del estrés causado por la exposicion a peréxido de hidrégeno, la cepa
FR1 se vié seriamente afectada en su crecimiento cuando se expuso a las mas altas
concentraciones utilizadas de las demds condiciones de estrés analizadas, mostrando ser

muy sensible a concentraciones en las que CIAT899 no lo fue.
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8.1.1 Estrés por Peroxido de hidrégeno

El peroxido de hidrégeno fue un componente que no parecié influir practicamente de
ningin modo en el crecimiento de las cepas CIAT899 y FR1/pPVIpsCOS1. Sin embargo,
esto pudo ser el resultado de que la concentracién utilizada fuera muy baja y la cepa tipo
silvestre sea capaz de tolerar concentraciones aun mas altas. Con lo anterior, también se
pudo haber encontrado un efecto mayor en FR1 del que se observé. Ricillo et. al. (2000b)
reportaron un efecto importante del H,O; sobre las unidades formadoras de colonias en una
cepa de R. tropici CIAT899 con una mutacion en un gen involucrado en la resistencia a la
acidez. Al crecerla en la concentracién 1.5 mM determinaron que las UFCs disminuyeron
tras la exposicion con HO; un orden de magnitud, siendo la mutante por lo tanto, muy
sensible a dicha condicién. Sin embargo, FR1 no disminuyoé su crecimiento un orden de
magnitud sino que, su viabilidad tras el tratamiento, se redujo aproximadamente un 20%.

También se ha observado que el peréxido de hidrégeno se volatiliza muy rapido
(Levine et. al., 1994), lo cual representa una variable que posiblemente afecte en los
resultados, ya que la concentracion inicial pudiera cambiar rapidamente. Quiza en nuestro
experimento, la cantidad de H,O, aplicada si era la suficiente para producir un estrés, pero
al volatilizarse rapidamente, no pudo seguir actuando sobre toda o la mayor parte de la
poblacién. De esta forma, sélo fue capaz de afectar a un niimero reducido de la poblacién
de bacterias de la cepa mutante, lo cual se tradujo en una reduccién de la sobrevivencia
después del tratamiento de un 20%. Por consiguiente, no podemos asegurar que el peréxido
de hidrégeno afecté o no afect6 al crecimiento de FR1, pues tal vez lo que ocurrié fue que
no tuvo el tiempo suficiente para dafiar a la mayoria de las células. Para salvar este
problema se podria adicionar cada determinado tiempo, la misma concentracion de H;O»
con la que se inicid; en el caso de que se pierda toda en ese intervalo de tiempo. Se pueden
hacer seguimientos para determinar cuénto peréxido de hidrégeno se va perdiendo por
unidad de tiempo y asi, ir ajustando la concentracion al medio donde se crezcan las
bacterias, con el fin de asegurar que la cantidad de H,O; a la que estan siendo expuestos los
organismos sea verdaderamente la que se pretende.

A pesar de lo anterior, si se observd un efecto del peréxido de hidrégeno sobre la

sobrevivencia de FR1, pues ésta disminuyé después del tratamiento. Se ha propuesto que
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cambios en los LPS para disminuir la permeabilidad, forman parte de las respuestas que
contrarrestan el estrés oxidativo (Sabra et. al., 2003). Si R. tropici FR1 no posee moléculas
de LPS completas, las modificaciones no podran ser llevadas a cabo, pues una gran parte de
éstas se producen en el antigeno O. Con tal carencia, las ROS como el perdxido de
hidrégeno, encuentran una barrera mas facil de cruzar, por lo que muy probablemente se

acumulan dentro de la célula y son capaces de dafiar macromoléculas importantes.

8.1.2 Estrés por acidez

Los rizobios tiene que enfrentarse a valores de pH bajos tanto en condiciones de vida
libre como una vez dentro del noédulo, por lo que deben de tener mecanismos que les
permitan sobrevivir en tales condiciones adversas, pues siendo neutréfilas el valor de pH al
cual crecen mejor es cercano a la neutralidad.

En el efecto del pH acido sobre el crecimiento de las bacterias, se observé una gran
diferencia entre la cepa mutante y la cepa tipo silvestre, siendo la mutante incapaz de crecer
en pH 4.5.

Anteriormente ya se habia sugerido para R.tropici CIAT899 la posibilidad de que la
composicién y la estructura de la membrana externa podrian representar un factor
importante en la tolerancia a la acidez, pues Graham et. al. (1994) determinaron que al
crecer a las células en pH acido, la membrana celular de las bacterias se volvia muy
hidrofébica y resistente a los efectos del cristal violeta (compuesto cuya entrada es afectada
por la permeabilidad de la membrana externa). En el presente reporte dicha aseveracion es
apoyada, ya que la cepa mutante FR1, carente del antigeno O, fue incapaz de crecer en pH
4.5, a diferencia de la cepa silvestre, la cual crecié razonablemente bien en dicho valor de
pH, con una tasa de crecimiento muy similar a la exhibida cuando se inocul6 en pH 6.8.
Asi, queda de manifiesto que en R. tropici CIAT899, componentes de su membrana
externa, como serian los LPS, son esenciales para su tolerancia a la acidez, en especial el
antigeno O. Lo anterior tiene sentido debido a que existe una correlacion entre la superficie
celular bacteriana, incluyendo la cantidad de exopolisacéridos y la composicién de los LPS
y la tolerancia a la acidez en distintas especies bacterianas (Correa y Barneix, 1997; Zahran,

1999; Ricillo er. al., 2000b).



Discusion
e —
La forma en la que la falta del antigeno O afecta la tolerancia de la célula a pH acido
puede ser debida al hecho de que los LPS actiian como una barrera celular que reduce la
entrada de protones, con lo cual se fomenta el mantenimiento de un pH intracelular en
valores no letales. Este mantenimiento del pH a un nivel menos acido que el del exterior es
un mecanismo mostrado por otras bacterias en respuesta a la acidez (O’Hara et. al., 1989;
Chen et. al, 1993; Foster, 1999). Al carecer del antigeno O se puede afectar la
permeabilidad de la membrana, posiblemente mediante un aumento de dicha
permeabilidad, lo que permite un mayor paso de moléculas como serian los protones. Lo
anterior puede producirse ya sea por el gran espacio en si que deja la falta del antigeno O, o
por la incapacidad de la célula para producir modificaciones en esta parte de los LPS, como
serian los cambios en la longitud de la cadena, mecanismo mostrado en respuesta a
condiciones de estrés (Preston, 2002), volviéndose una barrera menos eficiente contra los
agentes externos. Por otro lado, la composicion del antigeno O también puede afectar la
carga de la superficie bacteriana, lo cual es otra forma de alterar la permeabilidad de la
membrana. Asimismo, la pérdida de la cadena O puede afectar la conformacién y funcién
de proteinas de superficie (Larouge y Vanderleyden, 2001) y en el caso de la respuesta a
pH écido puede haber enzimas involucradas en la tolerancia a esta condicién que se vean

afectadas en su correcta conformacién o actividad.

8.1.3 Estrés por Cloruro de Sodio

Dentro de su habitat natural, los rizobios estan frecuentemente expuestos a efectos
desfavorables por la salinidad, la cual afecta el crecimiento bacteriano y la colonizacién de
la planta. Este es un estrés compuesto que tiene tanto un componente iénico como un
componente 0smotico.

El crecimiento mostrado por las cepas mutante, silvestre y complementada en 100
mM y en medio sin NaCl fue practicamente idéntico. Lo anterior era de esperarse debido a
que para alcanzar esta concentracién (100 mM) se debe de adicionar al medio una cantidad
en gramos de NaCl equivalente a casi la mitad de la que es utilizada cuando se prepara
medio LB, medio en el que R. tropici CIAT899 crece perfectamente bien, con lo cual

realmente no se genero un estrés. Sin embargo, algunos autores (Nogales et. al., 2002) han
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reportado una disminuciéon en el crecimiento de CIAT899 a esta concentracién. La
variacion encontrada en el crecimiento a distintas concentraciones de NaCl entre distintos
laboratorios puede estar dada debido al tipo de medio utilizado pues este puede tener en si
mismo una mayor o menor concentracion de sales.

Por otra parte, se determiné que la cepa silvestre de R. tropici fue capaz de crecer
hasta una concentracién de 400 mM de NaCl, a diferencia de la cepa mutante. En las
concentraciones de 300 y 400 mM en el caso de la cepa silvestre y la complementada y de
200 mM para la mutante, se observé una fase lag inusualmente alargada. Este
comportamiento muy probablemente estd relacionado al proceso de aclimatacion que
experimentan las bacterias ante la exposicion a condiciones que les producen un estrés
importante. En esta fase lag alargada quizé las bacterias sintetizan enzimas o compuestos
que les ayuden a sobrevivir en tales condiciones hostiles. Una vez aclimatadas a las nuevas
condiciones, son capaces de exhibir crecimiento.

El hecho de que la cepa FR1 no haya mostrado ningiin crecimiento en presencia de
300 6 400 mM de NaCl supone un efecto inhibitorio debido quiza a la acumulacién de los
iones, lo cual produjo un estrés osmoético y también un estrés iénico. Los cambios
estructurales de los LPS por la falta del antigeno O, muy probablemente estén afectando el
paso de los iones, de tal manera que no se puede evitar la entrada de tales moléculas a la
célula. Muchas cepas que son tolerantes a la sal, sintetizan LPS con una cadena mas larga
en longitud en respuesta al estrés y al no tener una cadena O que modificar, las bacterias se

vuelven mas sensibles a la sal, como seria el caso de FR1.

8.1.4 Estrés por “Captan”

En la actualidad, el uso de los plaguicidas para mejorar la productividad se ha vuelto
una practica rutinaria en las actividades agricolas, una de las consecuencias que esto ha
generado es un efecto inhibitorio sobre la microflora del suelo, incluyendo los organismos
fijadores de nitrégeno (Chalam er. al., 1997).

Una vez introducidos al ambiente, los plaguicidas y otros contaminantes
antropogénicos son sujetos a procesos de transformacion bioldgica y no bioldgica. Dentro

de los procesos bioldgicos, el metabolismo microbiano es la fuerza primaria en la
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transformacion o degradacion de plaguicidas. De hecho, se ha establecido que en muchos
casos, en la degradacion de un plaguicida son mas importantes los microbios que los
mecanismos fisicos o quimicos. La importancia de los microorganismos no es de
sorprenderse, dada la diversidad de sus actividades metabdlicas, las cuales les permiten
interactuar en nichos ecolégicos que de otra manera serian inaccesibles.

El crecimiento de la cepa mutante se vié afectado de manera inversa en relacion a la
concentracion de Captan afiadida al medio, cuanto mayor fue ésta, menor fue el crecimiento
de las bacterias. Lo anterior no ocurrié en la cepa silvestre, la cual fue capaz de crecer ain
en la concentracion maxima utilizada, aunque a una tasa menor. Existen pocos reportes
referidos al efecto del Captan sobre el crecimiento de R. tropici CIAT899. Y el
descubrimiento de que ésta fue capaz de crecer en la presencia del fungicida, a diferencia
por ejemplo de R. etli KIMS5s (datos no mostrados) y otras bacterias (Ormefio E,
comunicacién personal), cuyo crecimiento es seriamente afectado aun a concentraciones
mucho menores en las que crece R. tropici CIAT899, la hace deseable para su aplicacién
como biofertilizante en condiciones de campo, donde cantidades considerables de estos
compuestos pueden ser encontradas. Si al estar en vida libre CIAT899 entra en contacto
con este compuesto, su sobrevivencia, dependiendo de las concentraciones presentes, puede
no verse seriamente afectada, o al menos en comparacion con la de otras bacterias, que han
mostrado ser mas sensibles. No obstante, todavia tiene que ser comprobado si R. tropici
CIAT899 es capaz de utilizar al Captan como fuente de energia. Para esto debe crecerse a
la bacteria en medio minimo, es decir, en un medio sin ninguna fuente de carbono y
adicionarle Captan.

El que la cepa mutante no haya sido capaz de crecer en concentraciones a las que la
silvestre si lo hizo puede estar relacionado al hecho de que el Captan al hidrolizarse, libere
sus iones cloro, los cuales se acumulan dentro de la célula produciendo un efecto téxico,
similar al encontrado en el estrés por NaCl. La acumulacién puede ser debida a una
alteracion en la permeabilidad que produce la falta del antigeno O. Por lo tanto, esta parte

de los LPS también es de suma importancia para que la bacteria pueda tolerar el Captan.
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8.2 Antigeno O, elemento determinante en la sobrevivencia ante distintas
condiciones de estrés

La carencia del antigeno O indiscutiblemente implica un cambio importante en la
estructura de los LPS, pues es la parte mas grande y la que esta en mayor contacto con el
medio externo. No es claro como este cambio en la estructura y en la composicién quimica
de los LPS afecta a FR1, haciéndola mas sensible a las condiciones de estrés probadas, en
comparacion con la cepa silvestre. Lo que es un hecho, es que el antigeno O es
determinante para la resistencia de la bacteria a dichas condiciones. La explicacion mas
acogida es que la permeabilidad de la membrana se ve afectada. En el caso de FRI, esto
puede ser comprobado mediante un experimento empleando cristal violeta, compuesto que
entra a la célula dependiendo de la permeabilidad de la membrana. También se sugiere que
los cambios sufridos en la composicién de la membrana externa por la falta del antigeno O,
pueden llevar a una inestabilidad en la membrana, con lo cual también se puede favorecer

una menor regulacién de las moléculas que entran.

8.3 Limitantes de las descripciones in vitro

Los resultados presentados aqui, estan basados en experimentos llevados a cabo sobre
medios de cultivo definidos. Es necesario conocer la concentracion de los distintos
compuestos empleados, en especial del NaCl, del H,O; y del Captan, en condiciones de
campo, con el fin de poder predecir el efecto que estos compuestos puedan tener sobre R.
tropici CIAT899 en condiciones de vida libre.

Asimismo, se trataron de realizar todos los experimentos tanto en medio sélido como
en liquido, para poder hacer comparaciones entre un estado y otro y relacionarlo con el que
encuentran las bacterias en su medio natural. Sin embargo, esto no fue del todo posible
debido a implicaciones técnicas. Para el caso del pH, las placas de medio no pueden ser
solidificadas a valores de pH 4.5 con agar normal, se necesita un compuesto especial para
gelificar, el cual no estaba disponible. En el caso del peréxido de hidrégeno, el crecimiento
bacteriano se evalud sélo en medio sélido tras una exposicién rapida a H,O,, pues como ya

se menciond, debido a la rapida volatilizacién del H,Os,es dificil de seguir una curva de
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crecimiento por varios dias. Para el Captan se evalué el crecimiento tanto en placas de agar
como en medio liquido.

En el caso del Captan, debido a que se utilizé tanto el crecimiento en placas como en
medio liquido para evaluar su efecto sobre las bacterias, se pudo observar que el

comportamiento de las células entre uno y otro estado fue muy parecido.

8.4 La cepa complementada fue tan tolerante a los distintos tipos de estrés
como la cepa silvestre

La cepa FRI pudo ser complementada con el césmido pPVIpsCOS1, pues al
replicarlo en trans, restauré el aspecto de la cepa silvestre y no floculé cuando se crecié en
cultivo liquido. Adicionalmente, su crecimiento fue muy parecido al de CIAT899 en todas
las distintas condiciones examinadas, lo cual fue sefial de que en el césmido esta presente el

elemento genético que le permitié complementar su defecto genético.

8.5 Impedimento de FR1 para formar nédulos en plantas de frijol

Cuando CIAT-FR1 fue examinada en sus propiedades simbidticas, se encontré que
no indujo la formacién de nédulos en las plantas de frijol. Sin embargo, el estado exacto en
el que es afectado el proceso de nodulacién es desconocido. Puede ser que la falta del
antigeno O en la estructura de los LPS exponga componentes moleculares (como el
oligosacarido nicleo) que no sean reconocidos por la planta, provocando un despliegue en
sus respuestas de defensa pues no existié la comunicacién molecular por parte de los
simbiontes. Otra posibilidad es que su pared se vuelva permeable a las moléculas téxicas
secretadas por las plantas o que sea incapaz de adherirse a los pelos radiculares debido a la

falta de la cadena O, entre otras posibilidades.

8.6 Ausencia de analisis genéticos

Aun falta comprobar mediante analisis de Southern Blot, que la mutante generada es
producto de la inactivacién de los genes gmd y fcl. Sin embargo, dadas todas las evidencias

presentadas, nuestra hipotesis actual es que CIAT-FR1 es una mutante LPS-II debido a la
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incapacidad para sintetizar el residuo fucosa, por lo que la cadena del antigeno O no puede
ser formada y que la funcion de estos genes no es redundante en el genoma, pues su
inactivacion no fue compensada, no existiendo un proveedor de fucosa alternativo. La baja
tasa de recombinacion encontrada en las transconjugantes fue razonable, ya que se trataba
de una recombinacion heteréloga.

En general, se han descrito pocos organismos que posean genes homélogos a gmd y
fel y la capacidad de fucosilar glucanos parece que no es una caracteristica muy
cominmente encontrada en bacterias (Jarvinen et. al, 2001). En otras especies del grupo de
los rizobios se han localizado estos genes y su expresion es inducida por flavonoides, pues
la fucosa constituye parte de sus factores Nod (Freiberg et. al., 1997; Lamrabet et. al.,
1999; Broughton et. al, 2000). En R. tropici CIAT899 estos genes no afectaron la
composicion de los factores Nod pues en esta bacteria éstos estin sulfatados y no

fucosilados (Laeremans et. al., 1996).

8.7 La tolerancia de R. tropici CIAT899 a ciertos tipos de estrés involucra
elementos constitutivos

Por ser el antigeno O una regién muy expuesta a las presiones selectivas del medio
como el estrés ambiental, respuestas del hospedero, bacteriéfagos, etc., es de esperase
también que esta parte de los LPS muestre las modificaciones principales para responder a
estas presiones del medio. Los LPS constituyen un mecanismo de defensa constitutivo,
pues en condiciones normales, siempre estin presentes en la membrana de R. tropici
CIAT899. Sin embargo, al estar ausente o incompleto, no podrd ser modificado en
respuesta a estas sefiales ambientales, por lo que se podria pensar que existen otros
mecanismos que son activados cuando el primero no funciona, con el fin de asegurar la
sobrevivencia de la bacteria. Asi, a pesar de que se demostré que los LPS son importantes
para tolerar condiciones adversas como la acidez, el estrés osmético y el crecimiento en un
compuesto antropogénico, lo que no es muy claro es qué ocurrié con los mecanismos que
son inducidos en respuesta a tales condiciones de estrés. En la tolerancia a la acidez, se han
identificado dos genes en R. tropici CIAT899 que son transcripcionalmente regulados por

choque acido, atvA (Vinuesa y et. al.,. 2000) y gshB (Ricillo et. al., 2000b).
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Si en R. rropici un mecanismo de respuesta falla, se deberian poder activar los otros,

sobre todo si el mecanismo que fallé es constitutivo, sin embargo quiza este mecanismo
tiene una importancia tal que no pueda ser nivelado, en la mayoria de los casos, por otras

respuestas, como se observo en el presente trabajo.
Un mejor entendimiento de los mecanismos implicados en la tolerancia de las

bacterias a distintos factores ambientales permitira construir cepas mejoradas en las que los

factores de estrés no limiten la nodulacién y fijacién de nitrégeno sobre las leguminosas.
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9. Conclusiones
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Se gener6 la mutante Rhizobium tropici FR1, derivada de R. tropici

CIAT899. Esta mutante no posee antigeno O en sus lipopolisacaridos.

En Rhizobium tropici CIAT899, los genes gmd y fel muy

probablemente estan involucrados en la biosintesis del antigeno O de

los lipopolisacaridos.

La cepa FRI1 fue afectada en su crecimiento ante las condiciones de
estrés evaluadas. De tal forma que en R. tropici CIAT899, los LPS y en
especial, el antigeno O, tienen un papel importante en conferir la
resistencia intrinseca mostrada ante distintas condiciones de estrés como
la acidez, el estrés osmotico por NaCl, el estrés oxidativo por perdxido

de hidrogeno y el fungicida Captan.

FRI1 fue incapaz de inducir el desarrollo de nédulos en plantas de frijol,
por lo que el antigeno O en R. tropici CIAT899, también es requerido

para llevar a cabo un proceso de interaccion exitoso con la planta.

La cepa mutante pudo ser complementada por un césmido de R. tropici
CIAT899, el cual fue capaz de revertir el defecto genético y restaurar

los fenotipos mostrados por la cepa silvestre.
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10. Apéndice

I. Medios de cultivo y antibi6ticos

MEDIO PY (Noel er. al., 1984)

Peptona de caseina  5g
Extracto de levadura 3 g

CaCly lg

Agar (si es solido) 15¢g

H,O Para 11

Calcio IM (1m1/100 ml de medio estéril)

MEDIO 20E (Werner et. al.., 1975)

KH;,PO, 86 mg
K?HPO.‘,l. 87 mg
MgSO,; x 7 H20 370 mg
CaCl; x 2 H20 73.5 mg
KNO; 506 mg
FeSO, x H20 6.95 mg
EDTA 9.3 mg
Na;MoOs x 2 H20  4.84 mg
Glicerol 4.6 ml
Manitol 1.82¢g

Extracto de levadura 2 g
Agar (si es solido) I5¢g
H,O Parall

MEDIO MINIMO (MM) (Kingsley y Bohlool, 1992)

Glicerol 5.17 ml
Glutamato de sodio 2.085¢g
Solucién Stock I (x10)

MgS0O, x 7 H20 246 mg
CaCly 68 mg
KCl 112 mg
Solucion Stock IT (x100)

FeEDTA 11mg
Solucién Stock 111 (x1000)

K_HQPOJ 685 14
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MnSO; 152 .8
ZnSOq 115 .g
CuCl, 170 ,g
Na,MoQ, x 2 H20 4.84 g
CoCl; x 6 H20 65 .g
Vitaminas (Stock x 1000)
Pantotenato de sodio 0.8 mg/l
Tiamina HCI 0.8 mg/l
Nicotinamida 0.8 mg/l
Agar (si es solido) 15¢
H,O Para 11

MEDIO LB (Sambrook et. al., 1989)

Extracto de levadura S g
Peptonadecaseina 10 g

NaCl 10g
Agar (si es solido) 15¢g
H,0 Parall

Antibiéticos utilizados en R. tropici:

Antibidtico Solvente Concentracion
i} (vg/ml)
Acido nalidixico (Nal) NaOH 0.1 M 20
Kanamicina (Km) H,O 100
Tetraciclina (Tc) CH;3CH,0H 70% 7.5

Antibioticos utilizados en E. coli:

Antibiético Solvente Concentracion
(»g/ml)
Kanamicina (Km) H,O 35
Tetraciclina (Tc) CH;CH,0H 70% 10
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I1. Protocolos

Transformaciéon (Vinuesa, 1998)

1.- Descongelar las células competentes (E£. coli S17-1 en tubos de 100-200 pl) en hielo.
2.- Aniadir 0.5-1 pl de plasmido a las células competentes y dejar incubando en hielo por 30

minutos.
3.- Incubar las células a 42° C por 2 minutos exactos, pasarlas inmediatamente a hielo

(choque térmico), y dejar enfriar por 2 minutos adicionales.

4.- Transferir las células competentes a un tubo eppendorf conteniendo 1 ml de medio LB y
dejar incubando a 37° C en agitacion durante 1 hora.

5.- Centrifugar las células y tirar la mayor parte del sobrenadante dejando solamente 50 pl,
volumen en el que se resuspende la pastilla de células.

6.- Plaquear las células en cajas de LB con el antibiético adecuado, segin el plasmido
utilizado, en este caso Km.

Conjugacion (Vinuesa, 1998)

1.- Crecer la cepa E. coli S17-1/Km y la cepa R. tropici CIAT899 en medio liquido con el
antibiético adecuado por aproximadamente 12 horas.

2.- Obtener "n cultivo fresco de E. coli haciendo una dilucién 1:20 (ahora sin antibiético) y
dejar crecer hasta una densidad o6ptica de 600 nm (ODggo) de 0.6 — 0.8. El cultivo de
Rhizobium debera de estar a una ODgg de ~1.

3.- Mezclar los cultivos de E. coli y Rhizobium en relaciones 1:1, 1:2, y 2:1 en un
eppendorf, centrifugar.

4.- Resuspender en 1 ml de PY y centrifugar a 7000 rpm durante 1 minuto, tirar el
sobrenadante y resuspender la pastilla en 100 pl de PY a 30°C, aplicar en forma de gota
este volumen en una placa de PY a 30°C. Dejar secar e incubar toda la noche.

5.- Al dia siguiente recuperar la masa bacteriana y resuspender en una solucién estéril de
NaCl al 0.8 %, vortexear. Repetir 2 6 3 veces este lavado.

6.- Plaquear 100 pl de las células sobre medio selectivo (diluciones 10" y 10?) e incubar de
3 a 4 dias, las colonias que aparezcan seran las recombinantes.

“Screening” de mutantes

1.- Las colonias bien crecidas se subcultivan en el mismo medio selectivo dos veces para
purificarlas (asegurandose de que no sean contaminaciones de E. coli). Estas células son

las recombinantes sencillas (1x).
2.- De las recombinantes sencillas se seleccionan hasta 10 clonas, se crecen en 3 ml de PY

con los antibidticos adecuados hasta saturacién y se plaquean 100 pl (diluciones 107 y
10”) en el mismo medio selectivo pero ahora adicionado ademés sacarosa, con el objeto
de obtener las recombinantes dobles (2x). Solo si existe una doble recombinacion se
produce el intercambio de marcadores.
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3.- Dejar crecer entre 3 y 4 dias y observar si aparecen colonias bien crecidas.

4.- Purificar estas colonias por resiembra (dos veces).

5.- Una vez purificadas, se estrian en PY y 20E y se compara la morfologia con la cepa de
Rhizobium tropici CIAT899 silvestre, observar si las mutantes son rugosas.
Adicionalmente se crecen en medio liquido hasta saturacion y después de 20 minutos de
dejarlas en reposo, se observa si floculan o no.

Esterilizacién, germinacién, inoculacion con rizobios y crecimiento de las semillas

1.- Enjuagar las semillas de frijol con etanol al 70% por 1 minuto.

2.- Enjuagar con cloro al 25% durante 15 minutos.

3.- Lavar con agua destilada estéril en abundancia hasta dejar de percibir el olor a cloro.

4.- Elegir s6lo aquéllas semillas que no tengan la testa arrugada o maltratada.

5.- En cajas de petri con agar-agua al 0.75%, incubar las semillas a 30° C por dos dias o
hasta que germinen.

6.- Esterilizar simultineamente matraces de 250 ml conteniendo vermiculita, la cantidad
usada no debe de llenar hasta el tope el matraz, cubrirlos con una tapa de papel aluminio
doblado tres veces.

7.- En esterilidad, cultivar en los matraces las semillas germinadas, agregar 150 ml de
solucién nutritiva libre de nitratos y 400 pl del inéculo bacteriano crecidos hasta
alcanzar una ODggo de aproximadamente 0.4, distribuirlo uniformemente sobre la raiz,
taparlos nuevamente con la tapa de aluminio.

8.- Colocar los matraces en la cdmara de etiolacion (oscuridad a 26°C), por dos dias o hasta
que la plantula alcanza la tapa del matraz. Al cabo de esto, se reemplaza la tapa de
aluminio por tapones estériles, permitiendo que la plantula emerja por un costado.

9.- Finalmente los matraces se trasladan al cuarto de crecimiento, que tiene un fotoperiodo
de 12 horas y una temperatura de 28° C. Esperar 21 dias para observar las plantas y
determinar en las raices si existe o no nodulacion.
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27-OH:C28
CAT
CFU
CPSs
DNA
E. coli
EPSs
FCL
GFS
GMD
GMER
GSH
Hz 02
Kdo
Km
LPSs
LPS-I
LPS-II
LPS-R
LPS-S
Nal

R. etli

R. tropici
rRNA 16S
ROS

SOD

Te

Acido hidroxioctacosanoico-27

Catalasa

Unidades formadoras de colonias

Polisacaridos capsulares

Acido desoxiribunucleico

Escherichia coli

Exopolisacaridos

GDP-4-keto-6-D-deoximanosa epimerasa/reductasa
GDP-L-fucosa sintetasa, Ver FCL
GDP-p-manosa-4,6-dehidratasa

Ver FCL

Glutation sintetasa

Peréxido de hidrogeno

Acido 2-keto-3-deoxioctunoico

Kanamicina

Lipopolisacaridos

LPS con lipido A, oligosacarido niicleo y polisacarido O
LPS sin poliscarido O

Ver LPS-II

Ver LPS-1

Acido nalidixico

anién superoxido

Radicales hidroxilo

Marco de lectura abierto

Rhizobium etli

Rhizobium tropici

Acido Ribonucleico ribosomal, subunidad 16S
Reactive Oxigen Species (Epecies reactivas de oxigeno)
Superéxido dismutasa

Tetraciclina

UDP-GIcNAc UDP N-acteilglucosamina
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