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Definiciones de abreviaturas

aa: Aminoacidos

ABT: Azul de bromotimol

Ac nal.: Acido nalidixico

ADP: Adenosin difosfato

Amp: Ampicilina

ATP: Adenosin trifosfato

CaCl,: Cloruro de calcio

cbp: Cuanto baste para

CO,: Diéxido de carbono

Cox2 : Citocromo oxidasa

DAMPs: Patrones moleculares asociados a dafio

DNA: Acido desoxiribonucleico

E*: Modelo de Imachi y cols Entangle Engulf Endogenize
EPR3: Exopolysaccharide protein receptor 3 (Receptor de proteina
exopolisacarido)

ESCRT: Complejo de clasificacion endosomal requerido para la maquinaria de
transporte

EPS: Exopolisacaridos

FISH: Hibridacion in situ por fluorescencia

GFP: Green Fluorescent Protein (Proteina verde fluorescente)

H,: Hidrogeno molecular



HM: Transferencia de Hidrégeno Metano

H,0: Agua

HS: Transferencia de Hidrogeno Azufre

H,S: Acido sulfhidrico

KH,PO,: Dihidrogen fosfato de potasio

LPS: Lipopolisacaridos

LysM: Motivos de lisina

MAMPs: Patrones moleculares asociados a microorganismos
MAPK: Via de sefalizacion MAP cinasa

Medio YP: Medio Yeast Peptone

Medio YEMA: Medio Extracto de levadura, Manitol y Agar.
MgSO,: Sulfato de magnesio

N,: Nitrdgeno molecular

NaCl: Cloruro de sodio

NaOH: Hidréxido de sodio

NF-Pathway: Via de factores de nodulacion

NFR: Nod factor receptor (Receptor relacionado a factores de nodulacién)
NH,: Amoniaco

NH, +: Amonio

NO;: Nitrato

NSF: Factor sensible a la N-etilmaleimida

0O,: Oxigeno molecular



PAMPs: Patrones moleculares asociados a patdogenos

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reaccioén en cadena de la polimerasa)
PEG: Polietilenglicol

PRRs:Receptores de reconocimiento de patrones

pSym:Plasmido simbidtico

S: Azufre

Sl: Sistema Inmunitario

SNARE: Receptores de proteinas de fijacidén soluble de NSF

SYMRK: Symbiosis Receptor like-Kinase (Receptor simbidtico tipo cinasa)
TIRF: Microscopia de fluorescencia total de reflexion

TACK: Superfilo que comprende a Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Crenarchaeota

y Korarchaeota
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1. RESUMEN

Las bacterias fijadoras de N, confieren a numerosas plantas la capacidad de
sintetizar compuestos nitrogenados con alto valor nutricional. Los mecanismos
celulares, moleculares y genéticos a través de los cuales se ejecuta la
endosimbiosis entre bacterias fijadoras de N, y las células hospederas vegetales
han sido ampliamente estudiados. Sin embargo, la endosimbiogénesis con
bacterias fijadoras no ocurre en forma natural en multiples especies vegetales de
interés econdmico. El objetivo de la presente tesis es caracterizar a una cepa
rizobial (Rhizobium tropici CIAT 899) para su probable posterior utilizacion como
endosimbionte. El presente trabajo también plantea revisar en la literatura las
probables ventajas a nivel genético y bioldgico de la endosimbiosis. En esta tesis
se identificd una probable cepa de Rhizobium tropici CIAT 899 usando medios de
cultivo selectivos y diferenciales asi como identificacion por tincién de gram, PCR
y extraccion de mega plasmidos. Adicionalmente se llevo a cabo una prueba piloto
de ensayos de nodulacidon en Phaseolus vulgaris. Se encontré que la cepa es
capaz de crecer en medios selectivos para Rhizobium y presenta identificacion
positiva por PCR. Al infectar plantas de Phaseolus vulgaris con la cepa obtenida,
se observaron diferencias significativas en el crecimiento del tallo y de raiz, asi
como estructuras similares a noddulos de raiz. Los resultados obtenidos sugieren
que la cepa obtenida es Rhizobium tropici CIAT 899, la cual podra ser utilizada

para estudios de endosimbiosis.



2. INTRODUCCION

Los organelos son estructuras subcelulares altamente especializadas. Estos
desempenan funciones importantes a nivel genético, metabdlico y estructural
(Satori y cols 2013). El origen de las células eucariotas es motivo de constantes
estudios. Sin embargo, numerosos autores convergen en el modelo de
endosimbiosis E® (Imachi y cols., 2020). En este modelo se propone el
establecimiento de una simbiosis dual entre una arquea Asgard -capaz de
degradar aminoacidos- y una alfaproteobacteria aerobia organotréfica capaz de
reducir el O, dafino para la arquea Fig. 1 (Lopez-Garcia y Moreira, 2020). Esta
alfaproteobacteria es engullida a medida que el complejo avanza a zonas con
mayor concentracidon de oxigeno y se diferencia en bacteroide (Imachi y cols.,
2020; Lopez-Garcia-Moreira, 2020). En términos evolutivos, este proceso pudo

dar origen a las mitocondrias (Zachar y Boza, 2020).
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Figura 1. Modelo Entangle-Engulf-Endogenize. El modelo se basa en la interaccién de 3
microorganismos una arquea del tipo Asgard que degrada aa en acidos de cadena corta
e H, ,una oc-proteobacteria organotrofica aerébica y una

que utiliza el H, .En esta interaccion la Arquea enreda con sus estructuras tipo-tentaculo
a la bacteria al ir aumentando en su entorno la concentracion de O, (toxico para la
Arquea) , posteriormente la engulle o fagocita y finalmente se desarrolla una especie de
endosimbiosis.Figura modificada de Imachi y cols., 2020.



Dentro de las alfaproteobacterias se encuentran géneros como Rhizobium, que
aglomera a bacterias fijadoras de nitrogeno capaces de formar relaciones
simbidticas con leguminosas. Esta asociacién ocurre en los ndédulos de la raiz
(Raza y cols., 2020). Dicha asociacion benéfica resulta en la utilizacion del N, del
medio ambiente, evitando la contaminacion del suelo por contaminantes
nitrogenados provenientes de fertilizantes. En la presente tesis se caracterizara
una cepa de reciente adquisicion con miras a determinar si es genética y
biolégicamente plausible a utilizar en estudios posteriores como endosimbionte.
De igual forma, se espera poder estudiar el metabolismo de bacterias del género
Rhizobium que en condiciones de endosimbiosis promueven el crecimiento de las
plantas y mejoran la germinacién de semillas (Igiehon y cols., 2019). Esta cepa fue
adquirida debido a su utilizacion en estudios previos realizados por el Dr. Federico
Sanchez Rodriguez,sin embargo, era necesario cerciorarse de la identidad ante su

llegada al laboratorio

3. ANTECEDENTES

3.1 Endosimbiosis en la eucariogénesis

En 1967, Lynn Margulis bajo el nombre de Lynn Sagan formuld la hipotesis del
origen de la célula eucariota y su evolucion, explicando que esta surgié de la
integracion de organismos procariotas mediante procesos endosimbidticos. Esta
hipotesis es mejor conocida como la teoria endosimbiotica (Margulis, 1970). En
esta hipdtesis, Margulis defendié que el origen de las mitocondrias, plastidos

fotosintéticos y estructuras flageladas provenian de ancestros bacterianos.



Sin embargo, solo se comprobaron los origenes de la mitocondria y los plastidos
fotosintéticos, los cuales provienen de una Alfa-proteobacteria y una Cianobacteria
correspondientemente (Gray y Doolittle, 1982; Gray, 1992, 2017).

La eucariogénesis representa un evento evolutivo fundamental dando origen a la
aparicion de las células eucariotas. Se ha entendido que los origenes de las
células eucariotas se encuentran tanto en el dominio Archaea como en las
a-Proteobacterias. Sin embargo, no estaba claro de qué ancestros precisos se
generaron los eucariotas (Dacks y cols., 2016).

En el afio 2015 se identificaron similitudes entre el grupo de arqueas TACK y las
células eucariotas mediante estudios filogenéticos (Koonin, 2015).Sin embargo,
poco después se dio a conocer el filo de arqueas Lokiarchaeota, cuyos genomas
codifican un repertorio de proteinas de firma eucariota las cuales sugieren
capacidades de remodelacion de membrana (Spang y cols., 2015).
Posteriormente, en 2017 se describié que el filo Lokiarchaeota estaba incluido en
el superfilo de arqueas Asgard que ademas incluia a otros denominados
Odinarchaeota, Thorarchaeota y Heimdallarchaeota. Los genomas pertenecientes
a dichas arqueas codifican proteinas presentes en los eucariotas que se
involucran en el trafico de membranas, la formaciéon del citoesqueleto, el
transporte de vesiculas y la ubiquitinacion de proteinas (Zaremba y cols., 2017). El
complejo de clasificacion endosomal requerido para la maquinaria de transporte
(ESCRT) es esencial y requerido para las funciones del sistema de

endomembranas en las células eucariotas.



La aparicion de dicho sistema es clave en la evolucién durante la eucariogénesis.
Se ha proporcionado evidencia que los complejos ESCRT presentes en las
arqueas Asgard y en organismos eucariotas estan relacionados evolutivamente y
son funcionalmente similares, aunque hay una ausencia de endomembranas en
estas arqueas parece que el complejo ESCRT fue heredado directamente de un
ancestro del tipo Asgard, siendo un componente importante del sistema de
endomembranas emergente. (Lu y cols. 2020).Imachi y cols. lograron el
aislamiento de una arquea del tipo Asgard relacionada con Lokiarchaeota en las
profundidades del mar, llamada Candidatus Prometheoarchaeum syntrophicum

(cepa MK-D1) Fig. 2, la cual tiene la caracteristica de ser anaerobia.

Figura 2. Micrografia electronica de MK-D1a) Imagen de una célula MK-D1 vista con
microscopia electrénica de barrido b) seccién ultrafina de una célula MK-D1 y una
vesicula de membrana c) imagen vista con microscopia electrénica de barrido de
células MK-D1 que producen protuberancias de membrana de ramificacién
larga.Imagen modificada de Imachi y cols., 2020. Las flechas indican vesiculas de
membrana grandes.

Debido al descubrimiento de las arqueas Asgard se ha llevado a proponer
modelos de eucariogénesis con mas limitaciones que sugieren asociaciones
simbiogenéticas entre bacterias y arqueas para establecer interacciones

metabdlicas que representen ventajas evolutivas (Lopez-Garcia y Moreira, 2020).



3.1.1 Modelos e hipoétesis de eucariogénesis

Existen diversas hipotesis y modelos de eucariogénesis que pueden explicar las
interacciones entre organismos procarioticos. La hipétesis del hidrogeno Fig. 3
explica la interaccidn entre una arquea metanogénica que depende del H, y el
simbionte una bacteria aerdbica capaz de generar H, y CO, como producto de su
metabolismo.Mediante la transferencia de genes pertenecientes al simbionte se
hizo posible la utilizacion de O, por parte del hospedador (Martin y Muller 1998).
En cuanto al modelo de Searcy se plantea una simbiosis entre una arquea similar
a un termoplasma sin paredes -la cual es capaz de utilizar/respirar azufre S y
reducirlo a acido sulfhidrico H,S- y el simbionte:Una proteobacteria capaz de
utilizar H,S y oxidarlo mediante fotosintesis o usando O, (Searcy, 2003). En la
hipotesis de la sintrofia se propone el origen de la célula eucariota mediante una
simbiosis metabdlica tripartita involucrando a una arquea metanogénica (futuro
nucleo), una delta-proteobacteria fermentativa tipo micobacteria (citoplasma) vy
una alfa-proteobacteria metanotrofica con versatilidad en su metabolismo
(mitocondria) ( Lopez-Garcia y Moreira 1998, 2006).Los autores en un inicio se
basaron en la transferencia de hidrégeno y metano HM pasando posteriormente
a un modelo basado en la transferencia de hidrogeno y azufre HS. En este
escenario ocurre una endosimbiosis de una arquea del tipo Asgard que reside en
el interior de una delta-proteobacteria reductora de sulfato (Lépez-Garcia y

Moreira, 2020).



Existe otro tipo de modelo denominado de flujo reverso, en este se involucra el
flup de electrones o hidrbgeno desde un hospedador tipo arquea
organoheterotréfica a un simbionte bacteriano. Sugieren que los representantes de
Asgard son principalmente 6érgano heterétrofos con capacidad variable para el
consumo Y la produccion de hidrégeno (Spang y cols., 2019).Si hablamos de uno
de los modelos mas recientes encontramos al Modelo E?
(Entangle-Engulf-Endogenize) el cual se situa en las profundidades marinas donde
el O, iba en aumento debido a su produccion mediada por las cianobacterias. La
arquea establece una simbiosis dual. La primera con una a-proteobacteria
utilizadora de O, y la segunda con una bacteria reductora de sulfato. En este caso
la simbiosis que le confiere el beneficio a la arquea es la establecida con la
a-proteobacteria, ya que el O, es téxico para la arquea mientras que esta lo
metaboliza. La arquea enreda con sus estructuras tipo tentaculo a esta bacteria a
medida que este complejo se acerca a entornos con mayor concentracion de O,.
Al hacerse mas afin a esta, resulta en un engullimiento o fagocitosis y finalmente
en la endogenizacién de dicha bacteria en la arquea Asgard (Imachi y cols., 2020).
Analizando el modelo de Imachi E* Entangle-Engulf-Endogenize se muestra la
dependencia que tiene la arquea de la a-proteobacteria para sobrevivir en
ambientes con mayor concentracién de O,. En este modelo la arquea engulle o
fagocita a la a-proteobacteria para sobrevivir en entornos oxigenados dando como

resultado una ampliacion metabdlica para el hospedador.
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Figura 3. Modelos simbiogenéticos de eucariogénesis basados en intercambio
metabdlico. Figura modificada de Lopez-Garcia y Moreira, 2020. Las flechas sélidas
indican intercambio metabdlico y la punteada interaccion.

Si analizamos los diferentes modelos de eucariogénesis podemos observar que
ocurre algo similar puesto que los organismos que residen en el interior de otro
estan ampliando el metabolismo del organismo original. Si se analiza la hipétesis
de Sintrofia de Lépez Garcia y Moreira, amplia aun mas el metabolismo del
hospedador ya que al residir mas organismos en su interior obtendria mas
oportunidades de adaptaciébn y por lo tanto mayores posibilidades de
supervivencia.Como se observa en la Fig 3. los modelos de eucariogénesis
ejemplificados explican el posible establecimiento de la mitocondria como la
conocemos, tienen en comun que surgen a partir de una simbiosis en la cual el
organismo del tipo a-proteobacteria reside dentro de otro, lo cual es conocido

como endosimbiosis (Zachar y Boza, 2020).



Este evento puede otorgar ciertos beneficios a los organismos hospedadores
involucrados puesto que al transferir genes horizontalmente del endosimbionte
adquieren una actividad metabdlica mas amplia (Puri, Butardo y Sumeria 2021).
Asi como hay hipétesis o modelos de eucariogénesis que pueden explicar el
surgimiento de la mitocondria y/o el nucleo, también hay otros que nos hablan del
posible surgimiento de otros organulos como el cloroplasto. La teoria
endosimbitdtica de Lynn Margulis también puede explicar como el organismo
hospedador amplia su metabolismo mediante la endosimbiosis de los cloroplastos
haciendo posible la fotosintesis en algunos organismos eucariéticos Fig. 4 (Gray y

Doolittle, 1982; Gray, 1992, 2017).
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Figura 4. Endosimbiosis y evolucion del plastidio.Figura tomada de Archibald, 2015.
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3.2 Ventajas de eventos endosimbioticos

3.2.1 Ventajas adaptativas
A partir de los modelos anteriormente mencionados sabemos que la mitocondria y
el cloroplasto parecen haber sido adquiridos por eventos endosimbidticos (Zachar
y Boza, 2020). Un cambio muy importante en la complejidad de las células
procariotas (Guerrero y Margulis, 2013) . En algunos modelos de eucariogénesis
se menciona que los organismos procariotas se relacionaron entre si por cambios
en su entorno como en el modelo E* donde se menciona que el aumento de O,
propicié esta interaccion, puesto que la arquea por si sola no tendria oportunidad
de sobrevivir (Imachi y cols., 2020). La hipdtesis del hidrégeno considera
probables cambios en el entorno ya que considera que inicialmente el complejo
se encuentra rodeado de una fuente de H,y CO, y posteriormente se retira de la
fuente de H, por lo que la arquea se volveria dependiente del simbionte productor
de H, (Martin y Mdller, 1998). Esto sugiere que la endosimbiosis puede ayudar a
los organismos a adaptarse a entornos a los que no estd acostumbrado el
organismo hospedador. La Tabla 1.0 indica las ventajas adaptativas sugeridas por
Martin, Muller, Imachi y cols. en sus respectivos modelos de eucariogénesis. En
general se puede observar que estos se deben a una ampliacién de la actividad
metabdlica por la transferencia de genes endosimbidtica (horizontal) -en la cual se
integra el material genético del simbionte en el nucleo del hospedador- (Puri y

cols.,2020).
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Ademas de que el organismo hospedador se adapta gracias a esta interaccion,
este puede obtener beneficios energéticos debido a la ampliacion de su
metabolismo.

Tabla 1.0 Ejemplos de ventajas adaptativas mediados por endosimbiosis en
modelos de eucariogénesis
Modelo o Entorno Cambio en Ventaja adaptativa otorgada por

hipétesis inicial el entorno simbionte
e Provee la Fuente de H, que
necesita la arquea para realizar la

Hidrégeno metanogénesis.
Ii/lartmy Mayor [H,] Menor [H;] | e Adicionalmente utiliza el O, al
Mdiller,1998 expresar genes provenientes del

simbionte aerdbico.

Modelo E? e Capacidad de utilizar el O,
Imachi y Menor [O,] Mayor [O] previamente toxico para la arquea.
cols., 2020

La Tabla 2.0 condensa los modelos e hipotesis mencionados anteriormente
pudiendo destacar a 2 de los organulos que encontramos en las células
eucariotas los cuales son encargados de proveer energia: La mitocondria y
cloroplasto mediante la produccién de ATP. Adicionalmente el cloroplasto presenta
otros productos bioquimicos derivados del Ciclo de Calvin durante la fotosintesis.

Tabla 2.0 Ejemplos de organulos energéticos adquiridos por endosimbiosis

Organulo Origen Funcién Ventaja
. . Endosimbiosis de una Produccién de ATP Ampliacion
Mitocondria . .
a-proteobacteria Tolerar O, metabdlica
Cloroblasto Endosimbiosis de una Fotosintesis y Ampliacién
P cianobacteria generacion de ATP metabdlica
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En este caso sabemos mediante modelos e hipotesis que la ampliacién metabdlica
es una de las ventajas que puede otorgarse por un organismo que reside en el
interior de otro. Teniendo en cuenta los beneficios y ventajas de las endosimbiosis,
este fendbmeno se ha estudiado como una herramienta para la mejora de
estrategias en distintos campos. Para ampliar el conocimiento de las ventajas
otorgadas por procesos endosimbidticos, a continuacion se analizaran algunas

interacciones encontradas en la naturaleza.

3.2.2 Endosimbiosis naturales y sus ventajas

En el laboratorio y en el campo se han aprovechado algunos eventos simbiéticos
naturales para el desarrollo y crecimiento de cultivos, debido a ciertas limitaciones
en su desarrollo.Uno de estos ejemplos es la interaccion entre las bacterias
endofiticas y una variedad de plantas hospedadoras (Afzal y cols., 2019).

Un ejemplo de estas interacciones se da entre la cepa PsJN de la bacteria B.
phytofirmans y una gran variedad de plantas como el maiz, tomate, trigo, papa, e
incluso la planta modelo Arabidopsis thaliana (Sheibani y cols., 2015) (Afzal y
cols., 2019). Esta bacteria endofitica promueve el crecimiento del hospedador y
muestra efectos beneficiosos en la salud de las plantas como la resistencia a
estrés biodtico y abidtico (Esmaeel y cols., 2018). Se ha informado acerca de una
simbiosis obligada la cual involucra a un parasito nematodo de moscas Drosophila
llamado Howardula aoronymphium , este alberga un simbionte bacteriano en su

interior el cual es hereditario maternalmente.
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Esta bacteria intracelular no se encontré en moscas que estan libres de estos
nematodos en contraste con las moscas infectadas con el nematodo las cuales si
contienen al simbionte bacteriano. En su estudio trataron a dichos nematodos con
antibiéticos lo cual caus6 una reduccién en el éxito de infeccion del nematodo en
las moscas,sugiriendo que la simbiosis bacteria-nematodo promueve resistencia y
mejora el éxito de infeccion (Martinson y cols, 2020).

Otro ejemplo de endosimbiosis encontradas en la naturaleza son los hongos
enddfitos y diversas especies de plantas. En este caso la planta provee al hongo
endosimbionte alimento y proteccidn mientras que este ultimo confiere un
potencial adaptativo a las plantas hospedadoras frente a condiciones adversas
como la resistencia a estrés bidtico y abiotico. (Yan y cols., 2019). Ademas este
favorece el transporte de nutrientes como fosfato, aumento de biomasa y
rendimiento del grano (Abello y Kellemu 2006). También se ha reportado que
producen metabolitos secundarios, actuan como fitopatdgenos e incluso mejoran
la resistencia contra insectos (Ancheeva y cols., 2020).

Como se menciond anteriormente algunos organismos enddfitos provocan el
aumento de biomasa al igual que ayudan a mejorar el rendimiento de cultivos
utilizando mecanismos de favorecimiento de transporte de nutrientes.Uno de los
nutrientes mas importantes para el crecimiento y desarrollo de los seres vivos es
el nitrégeno. En el caso de las plantas es el mayor componente de la clorofila 'y es
un elemento necesario para las estructuras de construccion siendo un

componente vital para las proteinas y enzimas (Hofman y Cleemput 2004).
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El nitrogeno se encuentra en forma molecular como N, siendo abundante en el
planeta Tierra ya que abarca alrededor del 78% del gas atmosférico (NASA.,
2020).A pesar de su alto porcentaje en la atmdsfera, las plantas no son capaces
de absorberlo o asimilarlo en esta forma ya que esta unido por tres enlaces (N=N;
225 kcal mol-1) y la ruptura de los mismos exige grandes cantidades de energia,
en contraste con las sales nitrogenadas principalmente de nitrato NO5;y amonio
NH,* con las cuales es posible la posterior sintesis de aminoacidos (Reisenauer
1973). Se puede realizar la fijacion de nitrdgeno bioldgicamente mediante
organismos diazétrofos de origen procariota ya sean de vida libre o simbiontes
(Mylona y cols.,1995).La interaccion que ejemplifica la fijacion del tipo simbidtica
es la ocurrida entre bacterias rhizobiales y plantas leguminosas (Evans y Russell
1971). Con esta interaccion se evita o disminuye la utilizacion de fertilizantes
nitrogenados obtenidos a través de procesos como Haber-Bosch el cual utiliza
grandes cantidades de energia para obtener nitrdgeno mediante la reaccién de N,
con H, para la obtenciéon de amoniaco (Raza y cols 2020). Cuando dichas plantas
crecen con fuentes de nitrégeno limitado, comienza un intercambio de
sefalizacion quimica para el reconocimiento del rizobio con la raiz de la planta,
generando el hilo de infeccion que conduce a estas bacterias hasta células del
cortex, las cuales se dividen hasta la formaciéon de ndédulos en los cuales las
bacterias rizobiales se internalizan en las células vegetales y pueden fijar
nitrégeno (Murray 2011). Es importante mencionar que este reconocimiento es

muy especifico tanto de especies rizobiales como de las distintas leguminosas

14



(Vasconcelos y cols., 2020).Dichos organismos poseen un complejo enzimatico
denominado nitrogenasa el cual genera la ruptura de los enlaces del N,
reduciéndolo a amoniaco NH; (Raza y cols., 2020). Dichos organismos poseen
componentes centrales de la enzima como las proteinas NifH, NifD, NifK, NifE y
NifN presentes universalmente en organismos fijadores de nitrogeno (Raymond y
cols., 2004).Biologicamente también se requiere una gran cantidad de energia
(ATP) para llevar a cabo la fijacion de N, como se observa en la siguiente

reaccion:

+ - niggeiesa
N,+ 8H + 8¢ + 16 ATP — 2NH_+ H_+ 16ADP + 16 Pi

En cuanto a los organismos fijadores de nitrdgeno del tipo simbiontes
encontramos que gran parte de ellos son filogenéticamente proteobacterias las
cuales reciben el nombre colectivo de rizobio. Se sabe que el género Rhizobium
pertenece a la clase de las alfa-proteobacterias (Lloret y cols., 2005) y poseen
mecanismos de compatibilidad o evasion del sistema inmunitario ante el
hospedador (Clua y cols, 2018). Recordemos que diversos autores convergen que
la mitocondria pudo haber surgido de una alfa-proteobacteria (Lopez-Garcia y
Moreira, 2020).

En la siguiente figura Fig. 5 se aprecian dos ejemplos visuales de endosimbiosis
funcionales entre organismos diferentes la primera interaccion se trata de una
simbiosis relacionada a la fijacién de N, donde se observan los pelos radiculares
de la leguminosa Medicago ftruncatula conteniendo a la bacteria interiorizada

Sinorhizobium meliloti (Sinharoy y cols., 2016). La segunda endosimbiosis
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visualizada se trata del nematodo Howardula aoronymphium conteniendo a la

bacteria Symbiopectobacterium (Martinson y cols., 2020).

Figura 5. Ejemplos de endosimbiosis funcional entre (A) Medicago truncatulay
Sinorhizobium meliloti (en verde) y (B) Howardula aoronymphium 'y
Symbiopectobacterium (flechas). Figuras tomadas de Sinharoy y cols., 2016 (A) y
Martinson y cols., 2020 (B).

3.3 Estrategias de endosimbiosis inducidas

Como se menciona anteriormente, en la naturaleza se llevan a cabo procesos
simbidticos para la supervivencia mejorando asi la adaptabilidad y evolucion de
distintas especies. Para mejorar el conocimiento de estos procesos, se han
llevado a cabo ensayos para tratar de emular estas interacciones en el laboratorio.
Es importante saber que se pueden imitar endosimbiosis que surgen de procesos
naturales, otras en las que un simbionte conocido para ciertas especies se inocule
en un hospedador artificial y otras en las cuales ciertas mutaciones de los
organismos permitan una simbiosis no establecida anteriormente por lo que se
generan nuevos simbiontes y hospedadores. Mediante el uso de estas nuevas
técnicas de biologia celular es posible estudiar los efectos y beneficios de estas

para los hospedadores. A continuacion se analizaran algunos ejemplos de
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inducciones de endosimbiosis mediante el uso de distintas técnicas en diferentes

estudios.

3.3.1 Inoculacién por aspersion foliar y disolucion en suelo
Se han reportado métodos para la inoculacion controlada de algunos
endosimbiontes. Uno de estos ejemplos trata de la inoculaciéon del hongo enddfito
Beauvearia bassiana en la planta Phaseolus vulgaris. Los métodos que utilizaron
fueron la aplicacién de esporas a las semillas por medio de aspersiéon foliar o
afiadiendolas mediante una disolucion en el suelo. La colonizacion tuvo éxito con
ambos métodos. Sin embargo, como se observa en la Fig. 6 el porcentaje de la
colonizacion dependié de la parte de la planta evaluada y del método de

inoculacion utilizado (Parsa y cols., 2013).
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Figura 6. Efecto de los tratamientos de inoculacién sobre la colonizacién
endofitica de plantas de P. vulgaris por B. bassiana. El porcentaje de colonizacién
representa el numero de secciones de plantas colonizadas dividido por el numero de
secciones cultivadas.Figura tomada de Parsa y cols., 2013.

En cuanto a las hojas se observd un porcentaje de colonizacion mayor con

aspersion foliar en comparacion del empape por disolucion, contrariamente al
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porcentaje de colonizacion en las raices y en los tallos es mayor por el método de

empape por disolucién en suelo que mediante la aspersion.

3.3.2 Inoculacién por centrifugacion

También existen métodos de inoculacidon artificial de otros simbiontes en
organismos con los cuales no interacttan de manera natural. Uno de estos
ejemplos es la inoculacién de Wolbachia pipientis en la levadura Saccharomyces
cerevisiae como hospedador artificial.LEn este estudio la inoculacion del
endosimbionte en la levadura del pan fue exitosa. Sin embargo, la levadura perdi6
viabilidad en las ultimas etapas del crecimiento en comparacion al control.

(Uribe-Alvarez y cols., 2019).

Calcofluor Quasar 670 Light Calcofluor/Quasar 670  Calcofluor/Quasar 670/Light

- .. !.-
a ..

Figura 7. Imagenes de levadura-endosimbionte mediante la tincién de S.
cerevisiae con Calcofluor white y wAIbB con Quasar 670. Se marcé la levadura con
calcofluor. Tanto las células de levadura no infectadas (ScW303) como las infectadas
(wScW303) fueron hibridadas con la sonda especifica de Wolbachia de ADNr 16s
(Quasar 670, en color rosa ).Luego, la pared celular de la levadura se tiiid con
calcofluor-white (Calcofluor, en color azul) para confirmar la endosimbiosis. Se
muestran imagenes de fusién para evaluar la presencia de Wolbachia dentro de la
levadura. Figura tomada de Uribe y cols., 2019.
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Se puede apreciar en la Fig. 7 que la induccion de la endosimbiosis llevada a cabo
por Uribe y cols (2019) fue exitosa, ya que la levadura infectada mostré hibridacion
intracelular con una sonda fluorescente especifica para Wolbachia, lo que muestra
graficamente que el organismo bacteriano esta dentro de la levadura. Este método
se puede aprovechar para probar la induccion de endosimbiosis artificiales con
aplicaciones distintas y con diferentes organismos, tanto en el caso del
hospedador como del simbionte.
3.3.3 Inoculacion por técnicas de auxotrofia y fusion inducida por PEG

En este caso nos encontramos con un conjunto de técnicas moleculares que
permiten el disefio de un complejo endosimbidtico en funcion de relaciones de
mutualismo metabdlico inducido. Un ejemplo de ello es una relacion compuesta
por la bacteria E.coli -el endosimbionte- y la levadura S. cerevisiae -el hospedador.
Para la generacion de este procedimiento se utiliz6 una levadura con una
mutacion en una subunidad de citocromo oxidasa (Cox 2) la cual esta involucrada
en la funcion respiratoria por lo que en este caso la cepa mutante tiene deficiencia
en la respiracion (Mehta y cols., 2018). Para la realizacion de esta endosimbiosis
los autores utilizaron una estrategia inicial en la cual se utilizé una cepa de E.coli
la cual expresaba una translocasa de ADP/ATP pensada para ser la encargada
de proveer la energia al complejo. Para mantener la simbiosis, Mehta y sus
colaboradores decidieron aprovechar una auxotrofia de la bacteria a la tiamina, la
cual seria proporcionada por la levadura, por lo que en este caso se trataria de

una asociacién mutualista.
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Figura 8. Estrategia de disefio para el complejo endosimbiético

S. cerevisiae —E. coli A)Levadura funcional B)Levadura incapaz de realizar
glycolysis ayudada por E.coli para la generacion de ATP

Figura modificada de Mehta y cols., 2018

Donde X= no funcional M=mitocondria N= nucleo G=Aparato de Golgi
ER=Reticulo endoplasmico V=Vacuola B1=Vitamina B1

Para esta bacteria los autores eliminaron el gen thiC el cual fue reemplazado por
un casete que codifica genes para expresar la proteina GFP superfolder y un
marcador de resistencia a la kanamicina. También construyeron un plasmido que
expresa la translocasa ATP/ADP y se lo insertaron en el cromosoma bacteriano
(Fig. 8) . Para seleccionar la levadura hospedera hicieron una prueba de fusién
con una cepa de S.cerevisiae mutante S.cerevisiae p° (Ausente de DNA
mitocondrial e incapaz de utilizar fuentes de carbono fermentables como el
glicerol) la cual fusionaron con mitocondrias extraidas de una cepa de
Saccharomyces competente en la respiracion denominada YPH500. Esta fusion
fue exitosa.Sin embargo, al probar esta fusidon con el endosimbionte no hubo

crecimiento en el medio de seleccion (Tabla 3.0) .
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Tabla 3.0 Organismos utilizados inicialmente en la simbiosis inducida por
fusion

Organismo Caracteristicas
E. coli AthiC::gfp-kan®
Endosimbionte e Capaces de expresar la translocasa
ADP/ATP bajo el control de un promotor

(pBAD)

S.cerevisiae p°
e Cepa ausente de DNA mitocondrial

e No es capaz de utilizar fuentes de carbono no
fermentables como el glicerol

Hospedador

En la cepa de esta levadura no se expresaba en forma funcional una cadena de
transporte de electrones mitocondrial ni la F,F, ATP sintasa, al carecer de algunas
subunidades codificadas en el DNA mitocondrial. Por lo anterior se piensa que
estos organelos energizan ineficientemente la membrana interna, por lo que
posteriormente usaron una cepa con un defecto mitocondrial mas limitado (cox2-60
NB97) la cual carece de la proteina Cox2. Esta cepa no ensambla un complejo citocromo
oxidasa funcional y ademas no utiliza fuentes fermentables de carbono como el glicerol
(Tabla 4.0). En este caso si se expresaba la F,F, ATP sintasa, y si crecieron pocas
colonias de levadura en los medios de seleccion utilizados para fusiones
levadura-E.coli; sin embargo, no crecieron en medios con mezclas control que
omitian a E.coli. Para la supresion del crecimiento de la bacteria se utilizd un

medio minimo pero no crecieron ni levaduras ni bacterias.
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Tabla 4.0 Organismos utilizados posteriormente en la simbiosis inducida por
fusion

E. coli AthiC::gfp-kan®
e Capaces de expresar la translocasa ADP/ATP bajo
el control de un promotor (pBAD)
S.cerevisiae NB97
Cepa que posee DNA mitocondrial
Hospedador e Tiene un insercion en el gen COX2
e No es capaz de utilizar fuentes de carbono no
fermentables como el glicerol

Endosimbionte

Uno de los aspectos importantes que se menciona en este articulo es la expresion
de proteinas tipo SNARE que se le insertaron a E.coli para evitar la degradacion
lisosomal debido a que esta bacteria es patogénica y expresa patrones
moleculares asociados a patéogenos PAMPs (Burbano, 2020) . Estas proteinas
tipo SNARE ayudan a evadir el sistema inmunoldgico de los patogenos en el
hospedero manipulando la maquinaria de trafico vesicular para evadir la
degradacion lisosomal. La manera de insercion fue mediante el gen IncA de
Chlamydia trachomatis y uno de sus homdélogos de Chlamydia caviae con un mas
amplio rol de inhibicion insertandose a través de plasmidos. Para generar
simbiontes mas estables incorporaron un gen derivado de Chlamydia trachomatis
CT _813 .También realizaron este mismo procedimiento con cepas de E.coli a las
cuales se les elimind el gen nadA y fue reemplazado por un gen casete que
codifican genes para expresar GFP superfolder y resistencia a la kanamicina

(Tabla 5.0).
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Tabla 5.0 Organismos utilizados finalmente en la simbiosis inducida por
fusion

Organismo Caracteristicas

E. coli AthiC::gfp-kan®
e Capaces de expresar la translocasa ADP/ATP bajo el
control de un promotor (pBAD)
Expresan proteinas tipo SNARE
Endosimbiontes e Presentan auxotrofia a la tiamina
E. coli AnadA::gfp-kan®
e Capaces de expresar la translocasa ADP/ATP bajo el
control de un promotor (pBAD)
e Expresan proteinas tipo SNARE
e Presentan auxotrofia a NAD
S.cerevisiae NB97
e Cepa que posee DNA mitocondrial
Hospedador e Tiene un insercion en el gen COX2
No es capaz de utilizar fuentes de carbono no
fermentables como el glicerol

Los endosimbiontes con estas caracteristicas pudieron fusionarse con las
levaduras y crecer en medios selectivos con la ayuda de antibidticos para evitar
contaminaciones. Mediante PCR se confirmd la presencia de ambos organismos y
se aseguraron de la presencia de estos mediante la técnica de hibridacion in situ
fluorescente marcando las bacterias con EUB338-Cy3 y las células de levadura
con A-FITC, mostrando el complejo levadura-E.coli en las muestras que
fusionaron y mostrando solo levaduras en la muestra control.También se
comprobd la endosimbiosis mediante la microscopia de fluorescencia, ya que

estas endosimbiontes eran capaces de expresar la proteina GFP (Fig. 9).
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A NB97 NB97 - NB97 - NB97 -

E. coli AthiC E. coli AnadA E. coli AthiC AnadA
NB97/ NB97/

E. coli AthiC E. coli dnadA

Figura 9. Complejo celular de levadura-E.coli A) Microscopia de TIRF a la izquierda se
muestra la levadura sin el simbionte, a la derecha el complejo levadura-E.coli
(gris-verde).Las células de E.coli se diferencian en la auxotrofia que presentan: tiamina,
NAD y Tiamina/NAD B) Imagenes de microscopia fluorescente confocal control,
complejo celular de levadura-E.coli .Las células de levadura fueron tefidas con A-FITC
(en color azul) y el RNA ribosomal de bacteria con la sonda EUB338-Cy3 (en color
morado) .Las flechas amarillas indican ejemplos de células de levadura con
EUB338-positivos.Figura modificada de Mehta y cols., 2018

Se han ido generando diversos métodos de inducciones de endosimbiosis (Tabla
6.0) de distintos organismos para que el hospedador pueda aprovechar cierta
funcién otorgada por algun organismo, ya sea el simbionte o el hospedador. En el
caso del estudio de Parsa y sus colaboradores, buscaban colonizar a Phaseolus
vulgaris con un hongo endofitico con el fin de generar resistencias a herbivoros.

En el caso de Uribe y sus colaboradores buscaban internalizar a la bacteria W.
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pipientis en la levadura S.cerevisiae para poder generar un medio artificial donde
este organismo pudiera crecer y fuera mas facil su manipulacion. En este caso
hablamos de un procedimiento no visto en la naturaleza pero que puede
aprovecharse en la biologia molecular. Finalmente, vemos una interaccién
mutualista en la cual ambos organismos se benefician de la interaccion, mientras
que E.coli ayuda a la respiracién, la levadura proporciona el cofactor que esta

bacteria necesita para su crecimiento.

Tabla 6.0 Ejemplos de induccién de endosimbiosis mediante distintos

métodos

Enc_105|m_b|05|s Métodos Resultado L
inducida otorgada
B. bassiana . )
en Aspersion foliar Se pudo colonizar . .
. . Resistencia a
P.vulgaris y mediante ambos .
Disolucién en suelo métodos. herbivoros
(Parsay cols 2013)
W. pipientis Medio de
en Centrifugacion después Infeccién crecimiento en
S.cerevisiae del mezclado confirmada por hospedador
PCRy FISH
(Uribe y cols 2019)
E.coli Produccion de
en Infeccion ATP (para el
S.cerevisiae Fusién y fusién inducida evidenciada por hospedador)
PEG FISH y TIRF -
(Mehta y cols 2018) por Confirmacién por Crecimiento
presencia de ambos debido a la
genomas por PCR | auxotrofia (para
el simbionte)

Las estrategias analizadas se pueden aprovechar para la generaciéon de nuevos

protocolos de endosimbiosis inducidas en diferentes especies.En este caso se
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requiere conocer mas a fondo la simbiosis que se realiza entre las bacterias
rizobiales y las legumbres debido a que se pretenden conocer los requerimientos
para su establecimiento y poder imitar dicha interaccion. Como se ha mencionado
anteriormente, las bacterias rizobiales se encargan de formar nédulos en algunas
leguminosas con el fin de producir nitrogenasa activa, la cual proporciona la
capacidad de fijar nitrdgeno atmosférico (Raza y cols., 2020).
3.4 Simbiosis rizobio-legumbre
En el suelo se encuentra un conjunto de microorganismos dentro de los cuales se
encuentran las bacterias rizobiales (Raza y cols., 2020).Estos organismos se
pueden desarrollar en la rizosfera de las plantas leguminosas llegando a
establecer una simbiosis mediante distintas sefalizaciones entre ambos (Downie
1994).

3.4.1 Especies rizobiales
Las familia Rhizobiaceae incluye géneros como Rhizobium/Agrobacterium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Ensifer (Sinorhizobium),Azorhizobium, capaces
de formar ndédulos en sus plantas hospederas sin embargo algunas especies
pertenecientes a Agrobacterium no realizan la fijacién de nitrdgeno aunque varias
son englobadas en el género Rhizobium por sus caracteristicas similares (Flores y
cols 2020).Una forma de identificacion de las bacterias rizobiales es por su
clasificacion de rizobios de crecimiento rapido o lento.Mientras que los rizobios de
rapido crecimiento crecen en alrededor de 2-3 dias (Rhizobium,Ensifer

(Sinorhizobium) Azorhizobium ), los rizobios de lento crecimiento pueden crecer de

26



5-7 dias (Bradyrhizobium, Mesorhizobium) en medio YMA (CIAT 1988).También se
pueden diferenciar por generar metabolitos acidos o alcalinos en medio con
manitol, por lo que este tipo de medios generalmente contienen algun indicador

que muestre dicha diferencia.

3.4.2 Ejemplos de interacciones simbiéticas
No todos los rizobios fijadores de nitrdgeno son capaces de colonizar a todas las
especies de leguminosas. Como se aprecia en la Tabla 7.0 hay diferentes
especies de plantas leguminosas que pueden albergar distintas especies
rizobiales especificas. Lo anterior se debe al reconocimiento de estructuras
bacterianas externas. Dichas estructuras como diversos polisacaridos son
importantes en la sefalizacion y éxito de la nodulacién entre ellos encontramos a
los exopolisacaridos EPS, lipopolisacaridos LPS, polisacaridos capsulares CPS o
factores de virulencia como el antigeno K y diferentes glucanos. Las distintas
especies rizobiales expresan exopolisacaridos especificos y su sintesis,
modificaciones, polimerizacién y exportacién se llevan a cabo por un grupo de
genes localizados en el cromosoma o en los megaplasmidos. Dichos genes son
nombrados como exo/exs, exp o pss. Existe sugerencia de que la produccion de
polisacaridos variados podria permitir simbiosis mas exitosas (Skorupska y cols.,

2006).
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Tabla 7.0 Ejemplos de compatibilidad rizobio-leguminosa

. . . Leguminosa
Bacteria rizobial 9

hospedadora
A.cauloinodans Sesbania
B. japonicum Glycine
M. loti Leucaena
R etli Phaseolus
Leucaena
R. legquminosarum bv
. Phaseolus
phaseoli
R. lequminosarum bv trifolii Me_dlqag °
Trifolium
R. leguminosarum bv viciae Plgu.m
Vicia
Phaseolus
R. tropici Leucaena
Macroptilium
. Medicago
S. meliloti Melilotus

3.4.3 Compatibilidad rizobio-legumbre
Como se menciond anteriormente, existe cierta especificidad en esta interaccion
ya que la compatibilidad ocurre solo entre determinadas especies rizobiales con
ciertas especies de leguminosas. Se sugiere que se debe a varios factores, como
al reconocimiento de los lipoquitooligo-sacaridos (factores nod), los cuales varian
su estructura dependiendo de la bacteria rizobial, a los receptores que poseen las
diversas leguminosas al igual que a las modificaciones que pudieran tener
estructuralmente (Clua y cols., 2018). Diversos estudios sugieren que la
compatibilidad depende también de los genes de nodulacién localizados en
algunos plasmidos. Debido a lo anterior, algunos investigadores realizaron la

transferencia de plasmidos con genes involucrados en la nodulacion y fijacion de
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N hacia otras especies rizobiales con el fin de analizar si dicha transferencia
beneficia al receptor (Tabla 8.0). En el articulo de Waelkens donde introdujeron la
region CIAT899 nodABCSU de R.tropici a una cepa de R.etli CE-3, la cual solo es
capaz de nodular, P.vulgaris resulté en la ampliacion del rango de hospedadores
pudiendo colonizar también a L. leucocephala (Waelkens y cols.,1995). En otro
caso transfieren el plasmido pRTr5 de R.trifolii a 2 cepas de R.leguminosarum la
primera con la incapacidad de nodular y la segunda con la capacidad de nodular
pero sin ser capaz de realizar la fijacion de nitrégeno, resultando en
transconjugantes capaces de nodular y fijar el nitrgeno en ambos casos. Dicho
plasmido también fue insertado en una cepa de A.tumefaciens, la cual tenia la
caracteristica de que su plasmido Ti fue curado.En este caso los transconjugantes
fueron capaces de nodular el trébol pero no de fijar N (National Institute of General

Medical Sciences, 1984 p 176).

Tabla 8.0 Induccion de capacidad endosimbidtica en otras especies.

Bacteria receptora Transferencia Resultado

R(.:eiﬁaccé% reggﬁg AC.!':\:?UQQ Colonizacion de
(Solo tiene la capacidad de . L. leucocephala
nodular P.vulgaris) de R.tropici
Mutantes de PRtr5 presente Transconjugantes

R. leguminosarum
(Sin la capacidad de nodular)

en R.trifolli
(nodula el trébol)

capaces de nodular y
fiiar N en el Trébol

Mutantes de
R. leguminosarum
(Con la capacidad de nodular
pero no de fijar N )

PRtr5 presente
en R.trifolli
(nodula el trébol)

Transconjugantes
capaces de nodular
y fijar N en el trébol

A.tumefaciens
( Plasmido Ti curado)

PRtr5 presente
en R.trifolli
(nodula el trébol)

Transconjugantes eran
capaces de nodular
pero no de fijar
nitrogeno en el trébol.




Autores como Napoles y colaboradores han encontrado que el impacto de algunas
sustancias en esta interaccién pueden favorecer la capacidad de nodulacion al
aumentar la sintesis de los factores nod (Tabla 9.0). En sus estudios estas
sustancias inductoras fueron la isoflavona genisteina en la interaccion entre R.
leguminosarum y Phaseolus Vulgaris L. mejor conocido como frijol comun y los
compuestos obtenidos al moler la semilla de soya junto con melaza en la
interaccion entre Bradyrhizobium sp y Glycine max L. El impacto que tuvieron
dichas sustancias segun sus estudios fueron una mejora en la nodulacién (Napoles
y cols 2003;20016).

Tabla 9.0 Impacto de sustancias inductoras

Simbionte Hospedador Inductor Impacto
R. leguminosarum Phaseolus Genisteina | @ Mayor cantidad de factores
Vulgaris L. Nod
(Napoles y cols 2016) e Mayor niumero de nédulos y

contenido de clorofila

Bradyrhizobium sp. Glycine Semillade | e Elevada sintesis de factores
max L. soya Nod
(Napoles y cols 2003) molinaday | e Indculo con alta capacidad
melaza de nodulacién

Desde un punto de vista inmunoldgico, se sabe que las plantas estan expuestas
a distintos tipos de organismos patdégenos siendo esencial el reconocimiento de
sus estructuras conservadas (Yang y cols., 2020). Este reconocimiento se lleva a
cabo mediante los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), los cuales
son capaces de reconocer estructuras como la quitina, la flagelina o el factor de

elongacion EF-Tu, ejemplos de patrones moleculares asociados a
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microorganismos o a patogenos (MAMPs y PAMPs) (Zipfel y Felix 2005). Ademas
reconocen patrones moleculares asociados a dafo (DAMPs) los cuales son de
origen enddgeno y surgen como resultado del daio generado por la entrada de un
patdgeno (Choi y Kleesig 2016).Los 2 tipos de PRRs encontrados en plantas son
los receptores tipo cinasa y los receptores tipo proteinas (Burbano 2020) .Estos
receptores contienen motivos de lisina (LysM) los cuales funcionan para el
reconocimiento de estructuras como la quitina, el peptidoglicano y estructuras
relacionadas (Wan J. et al 2012).Algunos genes de los receptores LysM-tipo
cinasa se han diversificado en plantas leguminosas siendo algunos funcionales
como receptores para los lipoquitooligosacaridos o factores de nodulacién (Xue C.
et al 2007).También existen otros receptores-tipo cinasa que pueden reconocer a
los lipoquitooligosacaridos los cuales son los receptores tipo lectina, uno de ellos
es el receptor LORE encontrado en la planta Arabidopsis thaliana (Luo y cols.,
2020 ).

Como se menciond anteriormente la flagelina es un ejemplo de un PAMP y
desencadena una respuesta inmune con su reconocimiento (Zipfel y Felix
2005).En cuanto a las estructuras rizobiales referentes a la flagelina, se sabe que
difieren en algunos casos ya que carecen de algunos aminoacidos importantes
para la inmunogenicidad en la region N-terminal diferenciandose del péptido flg22
tradicional encontrado en bacterias (Clua y cols 2018) . Uno de los mecanismos
de evasion utilizado por bacterias son la transferencia de proteinas efectoras para

la inhibicion de algunos receptores o incluso la inhibicion de alguna sefalizacion
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importante para el desarrollo de la respuesta inmunitaria (Boller y Felix 2009).
Como se observa en la siguiente figura (Fig. 10) los PAMPs se reconocen por los
PRRs presentes en las plantas, dicho reconocimiento activa la via de sefalizacion
de las MAPK vy la respuesta inmunitaria. Sin embargo, las bacterias adaptadas
utilizan sistemas de secrecion como el tipo Il para transportar proteinas efectoras
que son capaces de inhibir la cascada MAPK y consecuentemente la respuesta
inmunitaria.Las proteinas efectoras son reconocidas en algunas variedades de
plantas por receptores ricos en leucina desencadenando otro nivel de respuesta .
En el caso de los efectores rizobiales también pueden promover la nodulacién
activando directamente la via de sefalizacion NF. Para una nodulacién exitosa,
son necesarios el receptor NFR, el cual reconoce factores nod, el receptor
simbidtico tipo kinasa SYMRK vy el receptor de exopolisacaridos 3 EPR3, el cual
inactiva las sefalizaciones de defensa mediante reconocimiento de los EPS

rizobiales (Clua y cols. 2018).
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Figura 10.Interaccién entre la nodulacion vy las vias de sefializacion para la evasion del
sistema inmunitario. Figura tomada de Clua y cols 2018.
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Sabemos entonces que la compatibilidad depende de: genes involucrados en la
nodulacion (nod) especificos, genes de sintesis de estructuras externas (exo,exp,

), presencia adecuada de inductores (flavonoides e isoflavonas) y evasién del Sl.

3.4.4 Etapas de nodulacién
La simbiosis se va estableciendo mediante la expresion de genes de las bacterias
rizobiales y su hospedador especifico como resultado del intercambio de senales
(Downie 1994).En este proceso, las plantas exudan compuestos quimicos a
través de la raiz, como lo son carbohidratos,aminoacidos, vitaminas y diferentes
compuestos organicos como los flavonoides.Estos ultimos atraen a las bacterias
rizobiales por quimiotaxis, generalmente esta sefalizaciéon ocurre cuando hay
nitrogeno limitado en el medio (Napoles y cols 2016). Posteriormente, es
necesario el reconocimiento de ambos organismos y la adhesion de la bacteria a
los pelos radiculares de la planta hospedadora lo cual ocurre mediante estructuras
como la ricadesina, la cual esta presente en bacterias rizobiales al igual que la
lectina presente en pelos radiculares de la planta (Madigan y cols 2009).Las
sustancias como los flavonoides e isoflavonas activan la sintesis de los factores
de nodulacion mediante la activacion del regulador transcripcional conocido como
proteina NodD, presente en las bacterias (Schultze y Kondorosi 1998).Estos
factores nod son lipo-quito-oligosacaridos que varian estructuralmente entre
distintos rizobios y son encargados de inducir la expresién génica y la
morfogénesis de raiz, generando el enrollamiento del pelo radical de las

leguminosas, la divisién de células corticales y formacion de nédulo (Van de Sande
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y Bisseling 1997);(Chimote y Kashyap 2001);(Dénarié y cols.,1992 ).Las bacterias
entran degradando la pared celular de la raiz y se desplazan a través del tubo de
infeccidon.Una vez interiorizadas, se diferencian en bacteroides, los cuales son
capaces de producir la enzima nitrogenasa y el pigmento leghemoglobina, el cual
actua como buffer de O, impidiendo la inactivacion del complejo enzimatico,
resultando en una fijacion de nitrégeno funcional (Larrainzar y cols., 2020 );(Haag
y cols.,2013).

3.5 Induccion de endosimbiosis

Hemos visto que diversos autores han desarrollado métodos para la induccion de
la simbiosis entre organismos procariotas y eucariotas con la finalidad de otorgar
ciertos beneficios al hospedador o a ambos (Tabla 6.0) . Como se menciond
anteriormente , los organismos fijadores de nitrdgeno simbidticos son de origen
procariota y se limitan solo a interacciones con legumbres, por lo que existe cierto
interés en el desarrollo de simbiosis con plantas no leguminosas (Mus y cols.,

2016).

3.5.1 Rhizobium tropici CIAT 899 como simbionte
Las cepas de Rhizobium tropici (previamente designado como R. leguminosarum
biovar phaseoli tipo 1) pueden ser capaces de realizar la nodulacién con una
amplia variedad de plantas hospedadoras como Phaseolus vulgaris, arboles de
Leucaena spp. y Macroptilium atropurpureum. Estas cepas rizobiales, ademas de
ser simbidticamente estables, también toleran temperaturas altas y niveles altos

de acidez en el medio (Martinez y cols., 1991) . Las cepas mas conocidas de este
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simbionte bacteriano eran el tipo A, mejor conocido como R. tropici CNF299, y el
tipo B, conocido como R.tropici CIAT889. La cepa de R.tropici tipo A CNF299 fue
propuesta para su reclasificacion como Rhizobium leucaenae sp. nov. debido a la
variabilidad genética y fenotipica entre esta con el tipo B. Esta cepa puede
establecer simbiosis con Leucaena leucocephala, Leucaena esculenta, Phaseolus
vulgaris y Gliricidia sepium (Ribeiro R y cols., 2012). En 1995 encontraron la
presencia de megaplasmidos en cepas de R.tropici pertenecientes a estos
subgrupos, Vvisualizando replicones mas grandes de 1,000 kb. Estos
megaplasmidos difieren de los otros plasmidos integrados y también del
cromosoma (Geniaux y cols., 1995).Se sabe también de la presencia de estos
megaplasmidos en diferentes rizobios. Un ejemplo es la cepa Rhizobium sp.
denominada NGR234, la cual contiene un megaplasmido pNGR234b, ademas de
su plasmido simbidtico (PNGR234a) y el cromosoma. Han analizado que los genes
homdlogos a genes fix se encuentran en el cromosoma mientras que secuencias
homodlogas a genes de nodulacion y exo son halladas en el megaplasmido
(PNGR234b) (Flores y cols.,1998). El genoma de Rhizobium tropici CIAT 899 fue
secuenciado por Ormefo y cols en 2012.Este rizobio posee un plasmido
simbiotico (pSym) en el cual se encontraron tres distintos tipos de genes nodA
ademas de 5 genes nodD, caracteristica que puede contribuir a la amplia gama de
hospedadores.También se encontraron mas genes para la nodulacién y para la
biosintesis de los niveles de hormonas vegetales, los cuales son responsables de

su capacidad de fijacién de nitrégeno bajo diversas condiciones (Ormefio y cols.,
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2012). En el articulo de Waelkens y colaboradores se menciona la construccion de
mutantes nodS y nodU de la cepa R.tropici CIAT899, probando su efecto en la
nodulacién de sus plantas huéspedes Pvulgaris y L. leucocephalea. Se mostro
que la mutacion del gen nodS causa la deficiencia de nodulacion en ambos
mientras que la mutacion nodU solo disminuye la nodulacion en Leucaena sin un
efecto aparente en Phaseolus. Ademas de lo anteriormente mencionado,
introdujeron la regién CIAT899 nodABCSU a una cepa de R.etli CE-3, la cual solo
es capaz de nodular P. vulgaris, 1o que resultdé en la ampliacién del rango de
hospedadores, haciendo posible su colonizacion en L. leucocephala .Debido a lo
anterior, se menciona que nodS proveniente de Rhizobium tropici CIAT899 es
necesario para la nodulacion en ciertas especies como P. wvulgaris y L.
leucocephalea (Waelkens y cols.,1995).Se ha mostrado que la cepa Rhizobium
tropici CIAT 899, ademas de inducir los factores de nodulacion mediante
flavonoides como la apigenina, también lo realizan mediante condiciones de estrés
osmotico (Fig.11) ( iénico salino o no idnico en presencia de manitol)( Del Cerro P.

2019).

36



A B
O:j/O INa CI INa CI‘
Apigenin '('f‘_aFC_l,‘: NalC)  Salt stress

R R R T R R T Y mmnmmmzmrmmmmﬂmmzr (iR
HHHHITHH TR B éﬁiﬂiiﬁﬁiﬂiﬁiiﬁiiiiﬁiﬁiﬂiiiﬁii £ i

l [NB9] +a
nodD2
+

[NB1] [NB2] [NB3] [NB4] [NBS] [NB1] [NB2] [NBB] [NB4] [NBS]

nodA nodA2 nodM ydwE HP nodA nodA2 nodM ydwE HP

nodB  hsnT y4wF  HP nodB8 hsnT ydwF  HP
Set of nod genes nodC  nodF Set of nod genes nodC  nodF

nodS nodE nodS nodE

Figura 11. Expresioén de factores nod en diferentes condiciones A) Mediante
la adicion de flavonoides B) Mediante estrés salino Figura tomada de Del Cerro
y cols., 2017

Ademas de los estudios filogenéticos una forma de identificacion de las bacterias
rizobiales se realiza con la utilizacion de técnicas bioquimicas, como PCR de
genes especificos de dichas bacterias, como lo son los genes nod o los genes de
fijacion de nitrogeno fix o nif (Gomez y cols., 2017).En el caso de la bacteria

Rhizobium tropici el gen nifH se encuentra en el plasmido pRtrCIAT899b (nifH

nitrogenase iron protein [Rhizobium tropici CIAT 899] - Gene - NCBI (nih.gov)).

Este gen codifica para la enzima nitrogenasa reductasa necesaria para la fijacién

biolégica de N, (Haukka y cols, 1998).

El objetivo del presente trabajo es identificar y caracterizar una probable cepa de
Rhizobium tropici, usando pruebas microbiologicas, de genotipificacion y de
induccion de nodulos en Phaseolus vulgaris, con miras a poder utilizarla para

futuros estudios de endosimbiosis.
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4. HIPOTESIS

Si la bacteria disponible en el laboratorio presenta pruebas fenotipicas y
genotipicas propias de Rhizobium tropici,como pruebas de PCR, crecimiento en
medios selectivos e induccion de noédulos en P.vulgaris, entonces sera posible

utilizar a esta bacteria como microorganismo apto para estudios de endosimbiosis.

5. OBJETIVOS Y METAS

5.1 Objetivo General
Caracterizar una probable cepa de Rhizobium tropici, disponible en el laboratorio,

como un modelo para estudios de endosimbiosis.

5.2 Objetivos Particulares

*Recopilacion de informacion acerca de la bacteria Rhizobium tropici en la
literatura.

* Evaluar el crecimiento de las bacterias en medio con antibidticos.

« Evaluar el crecimiento de las bacterias en medio con NaCl.

* Analizar si la cepa tiene los genes que codifican para proteinas para realizar la
fijacion de nitrégeno.

*Analizar si la adicion de las bacterias ocasiona mejoras en el crecimiento de la

planta Phaseolus vulgaris.
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*Analizar si la adicion de las bacterias induce la formacion de nédulos en raices de

la planta Phaseolus vulgaris o frijol comun.

5.3 Metas
Determinar las pruebas mas adecuadas para la correcta identificacion de la

bacteria disponible en el laboratorio.

6. MATERIALES

6.1 Material microbiolégico
e La probable cepa de Rhizobium tropici fue amablemente donada por el Dr.

Caspar Chater, University of Sheffield, UK.

6.2 Medios microbiolégicos

e Medio Yeast-Peptone YP (Beringer,1974 )(Martinez Romero, 1991)

Componente Cantidad

Peptona 59
Extracto de levadura 39
Agar 159
CacCl, 10mL 1M
H,O cbp 1L

e Medio YP + Acido nalidixico (Martinez Romero 1991)
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Se adiciona el antibiotico al medio disuelto previamente en NaOH 0.01N.
Concentracién de acido nalidixico en el medio (400ug/mL)

e Medio YP + Ampicilina
Concentracion de ampicilina en el medio (50, 100 y 200pg/mL)

e Medio Yeast Extract Mannitol Agar YEMA + Azul de bromotimol ABT 0.5%

(Vincent, 1975)(Ferrera y cols., 1993)

Componente Cantidad

Manitol 10g
Agar 15¢
Extracto de levadura 0.5g
KH,PO, 0.5g
NaCl 0.2g
MgSO, 0.1g
CacCl, 0.015¢g
Azul de bromotimol 5mL (en NaOH 0.01N)
H,O cbp 1L

7. METODOLOGIA

7.1 Recopilacién de informacion relevante en la literatura sobre bacterias
rizobiales

e Se realiz6 una recopilacion de datos acerca de la bacteria Rhizobium tropici
en las bases de datos Pubmed, Uniprot y Science Direct para conocer
aspectos importantes de la bacteria y su posible funcién como probable

modelo endosimbionte.
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7.2 Cultivo del material bacteriano

Se tomd una asada de bacterias almacenadas en glicerol 60 % a una
temperatura de -80°C para su posterior cultivo.

Las bacterias rizobiales se crecieron en medio YP en presencia de acido
nalidixico (400 ug/mL) y en presencia de ampicilina (50, 100 y 200 ug/mL) a
30°C durante 6 dias. En medio YMA+ABT 0.5% pH 6.8 a una temperatura
de 28°C durante 72h.

Adicionalmente se probd su crecimiento a diferentes concentraciones de

NaCl (0.4%, 0.5% y 1%) en placas con medio YP .

7.3 Microscopia del material bacteriano

Se llevaron a cabo tinciones de Gram en frotis con bacterias rizobiales y se
observaron en el microscopio con el propdsito de conocer las
caracteristicas estructurales de sus paredes celulares. Se utilizd cristal
violeta como colorante primario, yodo(lugol) como mordiente y para generar
el complejo cristal-yodo, la mezcla 1:1 alcohol acetona como disolvente y la
safranina (fucsina) como colorante de contraste. Dicha tincion se realiz6 4

veces.
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7.4 PCR de nifH y electroforesis en gel de agarosa
e Se realizé una PCR para amplificar genes nif-H en la bacteria R.tropici

para demostrar la presencia de la enzima nitrogenasa. Para ello se

utilizaron los siguientes oligonucleotidos:

Oligonucleétido Tm (°C) [Secuencia
IAmplifica gen nifH de Rhizobium
nifH. FW1 54.6 CATCACCTCCATCAACTTCC [tropici amplicon 165bp
Amplifica gen nifH de Rhizobium
nifH Rv1 57.6 CGTA GCGCCATCATCTC tropici amplicon 165bp
Amplifica gen nifH de Rhizobium
nifH FW2 55.6 AGTCCACCACCTCACAAAATA |tropici amplicén 219bp
ACT CTAACG CAC TTGATG  |Amplifica gen nifH de Rhizobium
nifH RV2 59.1 CCC tropici amplicon 219bp

La PCR se realiz6 con las siguientes condiciones:

Magnitud Desnat. Desnat. Alineamiento  Extension Extension
inicial final
Temp (°C) 94.0 94.0 60.0 72.0 72.0
Tiempo (sec) 120 30 30 30 60
N° ciclos: 30

7.5 Extraccion de plasmidos y electroforesis

Se realiz6 la extraccion de mega plasmidos descritos en la literatura (Geniaux y
cols., 1995) usando el kit de extraccién de plasmidos GenElute Plasmid Miniprep.
Se evidencio su extraccion al someterlos a una electroforesis en gel de agarosa al

1.8%.
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7.6 Ensayos de nodulacion en Phaseolus vulgaris

La cepa bacteriana fue crecida en medio YP durante 48h a 28°C. Los cultivos
fueron diluidos en agua a una densidad 6ptica DO= 0.01 y se adicionaron 150 mL

de cultivo a cada planta contenida en una maceta (Ferguson y cols., 2014).

8. RESULTADOS

Una primera prueba que nos permitiria determinar la identidad de la bacteria
disponible para el presente estudio es el crecimiento en medios de cultivo
selectivos de acuerdo a lo descrito en la literatura. En este sentido, varias
bacterias del género Rhizobium presentan la capacidad de crecer en medios de
cultivo a base de extracto de levadura y peptona mas el antibiético acido nalidixico
(Martinez-Romero y cols., 1991). Para comprobar el género de la bacteria
disponible en el laboratorio, se descongel6 una alicuota de suspensidn bacteriana
congelada a -70°C en medio YP liquido (ver materiales) durante 48h. Se mostro
crecimiento de Rhizobium en el medio de seleccion YP con acido nalidixico, sus
colonias eran blanquecinas y ligeramente translucidas. Su tiempo de crecimiento
en el medio YEMA + ABT 0.5% fue de 2 a 3 dias mostrando un color ligeramente
mas amarillo.Su crecimiento en YP + acido nalidixico mostré ser menos mucoide a

diferencia de su crecimiento en el medio YEMA - ABT 0.5% (Fig. 12).
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A)

Figura 12.Crecimiento de la bacteria en medio A) YP + Acido nalidixico
400ug/mL y B) YEMA + ABT 0.5%

Otra prueba de identificacién de bacterias del género Rhizobium es su resistencia
al antibiético ampicilina (Diaz, 2010). En la Fig. 13 se muestra que las bacterias
son capaces de crecer en medio con dos concentraciones de amplicilina que son
letales para otro tipo de bacterias como E. coli, siempre y cuando no estén

transformadas con plasmidos que permitan el crecimiento en estos medios.

A)

Figura 13.Crecimiento de la bacteria en medio A) YP + Amplicilina 100 yg/mL y
B) YP + Amplicilina 200 pg/mL

44


https://es.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
https://es.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
https://es.wikipedia.org/wiki/%CE%9C

La Tabla 10.0 resume el crecimiento de la bacteria obtenida en el laboratorio en
los medios de cultivo con acido nalidixico y ampicilina. Se puede observar que la

bacteria es capaz de crecer en todas las condiciones.

Tabla 10.0 Crecimiento de la bacteria en presencia de antibiéticos.

Condicién Ac. nal Amp Amp Amp

400pg/mL 50ug/mL 100ug/mL 200ug/mL

Crecimiento + + + +

Posteriormente se decidié caracterizar el crecimiento de la cepa en medio YP
liquido en ausencia y presencia de NaCl. La evidencia en la literatura sugiere que
la adicion de cloruro de sodio al medio es una forma de identificar a R. tropici de
otras bacterias rhizobiales (Diaz, 2010 ). Los resultados de crecimiento se
resumen en la tabla a continuacion

Tabla 11.0 Crecimiento de la bacteria en medios con concentraciones

crecientes de NaCl.

Bacteria/ [NaCl]

Rhizobium tropici + + +

Evaluacion microscépica del material bacteriano
Las bacterias del género Rhizobium son Gram negativas. Esto significa que tienen

doble membrana y sus paredes bacterianas contienen menor cantidad de
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peptidoglicano. Ademas carecen de acidos teicoicos, a diferencia de las bacterias
Gram positivas, las cuales por la caracteristica estructural de tener mayor cantidad
de peptidoglicano retienen mejor el cristal violeta, ya que este colorante tiene
mayor afinidad por estas estructuras.Por el contrario, las bacterias Gram
negativas, al no retener el cristal violeta, se tifien con el colorante de contraste
(safranina o fucsina), permitiendo discriminarlas (O’'Tooles, 2016). Como podemos
observar en la Fig. 14 se puede observar que la tincion realizada muestra que la
cepa otorgada se compone de bacilos cortos de color rosa indicando su

clasificacion como Gram negativos.

40-um

Figura 14. Microscopia de Rhizobium tropici con tincion de Gram. Experimento
representativo. N= 4.

Ademas de lo anteriormente mencionado la tincion de Gram también aporta
informacion de la presencia o ausencia de estructuras, como los LPS que en este
caso al ser G(-) indica su presencia, lo que va de acuerdo con la literatura, ya que

los rizobios poseen este tipo de estructuras (Skorupska y cols., 2006).
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Genotipificacion de la cepa

Para tener evidencia genética sobre la identidad de la bacteria recibida, se decidio
hacer pruebas de PCR de colonia usando oligonucleétidos del gen nifH
especificos para Rhizobium tropici. Los resultados muestran que se obtuvieron
amplicones de alrededor de 200 pb para el amplicon de nifH1 y de alrededor de
300 pb para el amplicon de nifH2. Es importante considerar que los tamanos
tedricos de estos amplicones son de 169 pbs y 219 pbs respectivamente (ver

discusién de resultados).

A) B)

Figura 15. PCR de nif y electroforesis en gel de agarosa A) PCR con primers nifH1
Pocillo 1 marcador , pocillo 2,3,4 y 5 muestras de colonias rizobiales aisladas B) PCR
con primers nifH2 Pocillo 1 2,3,4 muestras de colonias rizobiales aisladas pocillo 6
marcador. El marcador utilizado:Jena Bioscience Mid Range DNA ladder.
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Adicionalmente a los resultados visualizados en la electroforesis, se realizé una
busqueda en la base datos NCBI utilizando |la herramienta BLAST para encontrar
similitud del gen nifH con otras bacterias rizobiales encontrando que ademas de
la similitud con el gen nifH de Rhizobium tropici CIAT899, se encuentran
secuencias de organismos con porcentaje de identidad y un query cover del 100%
como Rhizobium sp. CCGES32. Otros con porcentaje de identidad del 100% pero
con un query cover menor fueron Rhizobium sp. TUTCCb7, Rhizobium sp.
TUTWCDbS y Rhizobium sp. TUTCCb8. También se encontraron secuencias de
otras bacterias rizobiales pertenecientes a Rhizobium, Shinorhizobium y
Mesorhizobium pero con un porcentaje menor de identidad (ver anexo)
.Posteriormente se realizd6 el mismo procedimiento de busqueda, utilizando
unicamente las secuencias amplificadas por los oligonucledtidos utilizados en la
PCR. En esta busqueda se encuentra Rhizobium tropici CIAT899, Rhizobium
tropici  UPRM8021, Rhizobium tropici RP261, Rhizobium leguminosarum,
Rhizobium sp. TUTPVSA110, Rhizobium sp. TUTPVSA117, Rhizobium sp.
TUTWCDbS, Rhizobium sp. TUTWCb6, Rhizobium sp. TUTWCb10, Rhizobium sp.
TUTWCCb7, Rhizobium sp. TUTWCCb7, Rhizobium sp. NCHA22 a una identidad
del 100% . Dentro de las que tienen una identidad de entre el 97 y 99% se
encuentran bacterias como Rhizobium sp STM 7321, Rhizobium sp LBP22,

Rhizobium sp CFN-ESH9 ,Rhizobium ftropici (parcial), Rhizobium sp GWGS9.
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Aquellas con menor identidad pertenecen en su mayoria al género Rhizobium
aunque también se encuentran similitudes con Mesorhizobium.

Otra prueba que permite aportar evidencia sobre la identidad de la bacteria es la
presencia de megaplasmidos, segun se reporta en la literatura (Martinez-Romero y
cols.,, 1991);(Geniaux y cols., 1995). Para ello se crecieron tres cultivos
bacterianos y se aislaron plasmidos con el kit comercial descrito en la seccion de
metodologia. Los resultados demuestran que existen fragmentos de DNA mayores
al limite del marcador de pares de bases utilizado (3000 pb). Esto sugiere que las
bacterias tienen material plasmidico que podria corresponder a los
megaplasmidos reportados para Rhizobium tropici (Fig. 16).

1 2 3 Marcador (pb)

Figura 16. Electroforesis de megaplasmidos aislados de un cultivo bacteriano. Los carriles
1, 2y 3 corresponden a material plasmidico aislado.
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Efectos de la bacteria Rhizobium tropici sobre el crecimiento de las raices
de Phaseolus vulgaris

Una ultima prueba que se decidio llevar a cabo para tener evidencia funcional
sobre la identidad de la bacteria disponible en el laboratorio y su funcionalidad
como simbionte, es la induccion de nddulos en raices de P. vulgaris. Para ello se
germinaron semillas por un método convencional usando algodén en medio
acuoso y en condiciones de etiolacion (obscuridad). Las plantulas fueron
posteriormente trasplantadas a macetas con sustrato, agrolita y vermiculita (sin
nitrégeno) en condiciones de invernadero durante 8 dias y se adicionaron 10 mL
de un cultivo bacteriano fresco en medio YP como se describe en la
Metodologia. Los resultados en la Fig.17 demuestran que la adicion de las
bacterias ocasionan un crecimiento acentuado en las plantas al compararse con
las plantas control, sin adicion de bacterias. En forma adicional, se observaron
distorsiones en las raices de las plantas compatibles con la morfologia de
nodulos con tamafos de entre 1 y 2 mm (Fig. 18). Los datos estadisticos de las
pruebas piloto sugieren que la cepa inoculada ocasiona un crecimiento
acentuado ya que existe diferencia significativa entre las longitudes tanto de tallo
como de raiz (Fig. 19).Dichos datos fueron probados con una t de student con

una significancia del 95%.

50



Controles Inoculadas

Figura 17. Efecto de la inoculacion de la cepa rizobial sobre el crecimiento de
Phaseolus vulgaris.
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Figura 18. Imagenes de Raices de Phaseolus vulgaris sin inoculante (C=
controles) ,inoculadas con la cepa rizobial (I= inoculadas) y nédulos vistos al
microscopio (M= Microscopio). Nodulos sefialados con flechas blancas.
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Figura 19. Cuantificacién del efecto de la inoculacion del rizobio en el tamafo
de tallo y raiz de Phaseolus vulgaris. Los asteriscos denotan diferencias
significativas con un valor de p<0.05 usando una prueba t de student.
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9. DISCUSION

Los resultados obtenidos permiten asumir que la bacteria disponible en el
laboratorio es capaz de utilizar el manitol como fuente de carbono, el medio YEMA
con indicador permite la diferenciacion entre géneros rizobiales, ya que se ha
reportado que géneros como Bradyrhizobium alcalinizan el medio en el que se
encuentran a diferencia de Rhizobium/Agrobacterium (Martinez-Romero, 1991) .Ya
que el indicador utilizado para esta caracterizacion fue el azul de bromotimol se
sabe que los metabolitos acidos inducen un cambio de color del medio YEMA de
verde a amarillo mientras que la alcalinizacion muestra el cambio a color azul.
Ademas de utilizar al manitol como fuente de carbono, esta cepa muestra
crecimiento en medio YEMA sdlido en 72 h, lo que permite su clasificacion como
una bacteria rizobial de rapido crecimiento. Ademas de esas dos caracteristicas,
esta bacteria presenta un aspecto mucoide en este medio. En esta instancia se
sabe que la cepa es de rapido crecimiento y acidifica el medio descartando
géneros como Bradyrhizobium y Mesorhizobium debido a su diferencia en el
tiempo de crecimiento (Centro Internacional de Agricultura Tropical, 1988)
.Posteriormente, se decidié hacer una prueba genotipica para evidenciar genes
relacionados a la fijacion del nitrégeno en bacterias del género Rhizobium.La
reaccion de PCR usando oligonucledtidos para los genes nifH permiten asumir
que se trata de una bacteria del género rhizobium, con la potencial capacidad para
realizar la fijacion de nitrégeno.Estudios previos indicaron que los genes nifH estan

estrechamente conservados entre diferentes especies del género Rhizobium, por
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lo que se puede asumir que podria tratarse de una especie distinta ya que no hay
una gran diferencia en los tamafos de los amplicones. Debido a lo anterior, se
llevaron a cabo pruebas de resistencia a antibioticos, como el acido nalidixico y a
la ampicilina, segun lo reportado por Martinez-Romero y cols, (1991) Rhizobium
tropici es resistente al acido nalidixico permitiéndose usar como un antibiético de
seleccién.También en el estudio de Diaz (2010), se indica que la cepa R. tropici
CIAT889 es resistente a multiples antibidticos en especial a la ampicilina, a
diferencia de otras especies de Rhizobium. Segun las pruebas llevadas a cabo en
el laboratorio, esta cepa mostro resistencia ante ambos antibiéticos, sugiriendo
que podria tratarse de Rhizobium tropici . Para evaluar su funcionalidad como
simbionte fijador, se realiz6 la inoculacion de estas bacterias en Phaseolus
vulgaris, 1o que nos arroja informacion de que ademas de ser un simbionte con la
capacidad de nodular también interacciona con la leguminosa compatible como
hospedadora (Martinez-Romero 2012).La literatura menciona que el tamafo de los
nodulos obtenidos al inocular cepas rizobiales varia dependiendo de los
organismos al igual que las condiciones, esto lo podemos observar en el estudio
realizado por Escudero y colaboradores donde inocularon cepas de Rhizobium
sp. en Phaseolus vulgaris. En este caso el tamano de los nddulos varia
dependiendo del tratamiento aplicado.Estos consisten en la aplicacion de
diferentes volumenes de inoculante, en el caso del tratamiento 1 la adicién
corresponde a 0.5mL de inoculante con el cual obtuvieron un tamafo de nédulos

promedio de 0.953mm y 1.531mm a diferencia de sus tratamientos posteriores 2 y
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3 en las cuales la adicion de 1y 2 mL resulté en un tamafio promedio de entre
2.487Tmmy de 7.09mm respectivamente(Escudero y cols., 2017 ).Otro ejemplo es
la inoculacién de Rhizobium etli en Phaseolus vulgaris L. realizada en el estudio
de Chipana y cols (2017) donde utilizaron tratamientos a diferentes
concentraciones de inoculante; mientras mayor cantidad de células bacterianas
eran inoculadas habia una mayor efectividad de nodulacion.En el caso de los
nodulos observados en la inoculacién experimental realizada en la presente tesis,
el tamafio de los nédulos visualizados varian de entre 1 y 2 mm, esto se puede
explicar debido al método de inoculacion utilizado ya que se realizaron diluciones
hasta obtener una densidad 6ptica muy baja (DO=0.01), lo que podria indicarnos
que ocurren menos interacciones debido a un menor contenido bacteriano.En el
estudio de Daza y cols (2017) definieron una escala de nodulacion basandose en
el numero y tamano de nodulos encontrados en raices de Phaseolus vulgaris
inoculadas con diferentes cepas rizobiales donde se clasifican el tamafo de
nodulos como : pequefos (<1 mm), pequefos-medianos (1-2 mm),
medianos-grandes (2-3 mm) y grandes (> 3 mm) (Fig.20) .Esto sugiere que el
tamafio de los nodulos Vvisualizados se pueden clasificar como

pequenos-medianos.

(=1 mm) (1- 2 m) (2-3 mm) (=3 mm)
Figura 20. Raices de Phaseolus vulgaris con diversos tamafnos de nédulos Figura
tomada de Daza y cols 2017.
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Diversos autores también clasifican a los nédulos dependiendo del color de los
mismos al ser visualizados en el microscopio, en este caso presentaban un color
rojo/marron, lo que sugiere que el pigmento leghemoglobina puede estar presente
y probablemente sea funcional la fijacion de nitrégeno puesto que protege al
complejo enzimatico nitrogenasa de su degradacién (Larrainzar y cols., 2020).

Como se describe en la seccion de antecedentes, hay cierta especificidad entre
las bacterias rizobiales con las leguminosas y el anterior resulta ser un hospedero
natural de Phaseolus vulgaris. Los experimentos presentados en esta tesis llevan
a concluir que la bacteria disponible en el laboratorio es Rhizobium tropici.
Actualmente se cuenta en el laboratorio con muestras de cultivos bacterianos en
medio con glicerol al 60% en condiciones de ultracongelacion a -70°C , con la

finalidad de poder llevar a cabo experimentos a futuro con esta bacteria.

10. CONCLUSIONES

e Las bacterias presentaron crecimiento en medio YP con acido nalidixico.

e Las bacterias presentaron crecimiento en medio YEMA + ABT 0.5%.

e Las bacterias presentaron crecimiento en medio YP mas ampicilina.

e lLas bacterias presentaron crecimiento en medio con concentraciones
crecientes de NaCl.

e Se identificé a las bacterias como bacilos cortos Gram negativos.

e Se obtuvo un amplicdn correspondiente al gen nifH de las bacterias.
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e Se aislé material plasmidico que podria corresponder a los megaplasmidos
reportados para Rhizobium tropici.

e La adiciébn de bacterias ocasion6 mejorias en el crecimiento de la planta
Phaseolus vulgaris.

e La adicion de las bacterias indujo la formacion de nddulos en raices de la

planta Phaseolus vulgaris.

11. PERSPECTIVAS

A pesar de que la cepa mostrd caracteristicas correspondientes a R. tropici es
posible realizar mayores estudios, como inmunoensayos utilizados para diferir
entre especies rizobiales.Asi mismo se pueden realizar PCR para genes mas
especificos, entre ellos se podrian buscar los genes de nodulacion especificos
para R.tropici, realizar estudios cromatograficos o de reduccién de etileno para
probar si puede producir una nitrogenasa funcional con la capacidad de fijacién de
nitrogeno.Todo lo anterior podria ser probado para generar ensayos de
endosimbiosis con distintos procedimientos de inoculacion y con otros

hospederos.
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13. ANEXO

Gen nifH Rhizobium tropici

Rhizobium tropici CIAT 899 nitrogenase reductase (nifH) gene, complete cds
GenBank: JX863573.1
GenBank Graphics

>JX863573.1 Rhizobium tropici CIAT 899 nitrogenase reductase (nifH) gene,
complete cds

ATGGAACGAAAGAAGGAAGGCAACATGTCAGATTTGCGTCAAATCGCATTCTACGGCAAAGGGGGCATCG
GCAAGTCCACCACCTCACAAAATACGCTCGCAGCCCTTGTCGATCTCGGGCAGAAGATCCTGATCGTCGG
CTGCGATCCCAAAGCCGACTCCACCCGCCTGATCTTGAACTCGAAGGCGCAGGACACCGTGCTGCATCTA
GCGGCACAGGAAGGTTCGGTGGAAGACCTCGAACTCGAGGACGTGCTCAAAATCGGCTATAAGGGCATC
AAGTGCGTAGAGTCCGGGGGCCCGGAGCCGGGTGTTGGTTGCGCCGGCCGCGGCGTCATCACCTCCAT
CAACTTCCTTGAGGAAAACGGCGCCTACGACAATGTCGACTATGTCTCCTATGACGTGCTCGGCGACGTC
GTGTGCGGCGGCTTCGCAATGCCGATCCGCGAGAACAAGGCCCAGGAAATCTACATCGTCATGTCCGGC
GAGATGATGGCGCTTTACGCGGCAAACAACATCGCCAAGGGCATCCTGAAATATGCCCATGCAGGCGGCG
TGAGGCTCGGGGGTCTGATCTGCAACGAGCGCCAGACGGACCGCGAGATCGACCTCGCCGAGGCCCTG
GCCTCCAGGCTCAATTCCAAGCTCATCCATTTCGTGCCGCGCGACAACATCGTCCAGCACGCCGAGCTCA
GGAAGATGACGGTCATCCAGTATGCGCCGGATTCCAAACAGGCCGGAGAATATCGCACCCTGGCTGAGAA
AATTCATGCCAATTCGGGTCAAGGGACCGTCCCGACCCCGATCACCATGGAAGAGCTCGAGGACATGCTG
CTCGACTTCGGCATCATGAAGACCGACGAGCAGATGCTTGCGGAACTTCAGGCCAAGGAATCGAAGGTGG
CGGCCGCCCAATAA
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Disefo de oligonucleétidos nifH1

ATGGAACGAAAGAAGGAAGGCAACATGTCAGATTTGCGTCAAATCGCATTCTACGGCAAAGGGGGCATCG
GCAAGTCCACCACCTCACAAAATACGCTCGCAGCCCTTGTCGATCTCGGGCAGAAGATCCTGATCGTCGG
CTGCGATCCCAAAGCCGACTCCACCCGCCTGATCTTGAACTCGAAGGCGCAGGACACCGTGCTGCATCTA
GCGGCACAGGAAGGTTCGGTGGAAGACCTCGAACTCGAGGACGTGCTCAAAATCGGCTATAAGGGCATC
AAGTGCGTAGAGTCCGGGGGCCCGGAGCCGGGTGTTGGTTGCGCCGGCCGCGGCGTCATCACCTCCAT
CAACTTCCTTGAGGAAAACGGCGCCTACGACAATGTCGACTATGTCTCCTATGACGTGCTCGGCGACGTC
GTGTGCGGCGGCTTCGCAATGCCGATCCGCGAGAACAAGGCCCAGGAAATCTACATCGTCATGTCCGGC
GAGATGATGGCGCTTTACGCGGCAAACAACATCGCCAAGGGCATCCTGAAATATGCCCATGCAGGCGGCG
TGAGGCTCGGGGGTCTGATCTGCAACGAGCGCCAGACGGACCGCGAGATCGACCTCGCCGAGGCCCTG
GCCTCCAGGCTCAATTCCAAGCTCATCCATTTCGTGCCGCGCGACAACATCGTCCAGCACGCCGAGCTCA
GGAAGATGACGGTCATCCAGTATGCGCCGGATTCCAAACAGGCCGGAGAATATCGCACCCTGGCTGAGAA
AATTCATGCCAATTCGGGTCAAGGGACCGTCCCGACCCCGATCACCATGGAAGAGCTCGAGGACATGCTG
CTCGACTTCGGCATCATGAAGACCGACGAGCAGATGCTTGCGGAACTTCAGGCCAAGGAATCGAAGGTGG
CGGCCGCCCAATAA

CATCACCTCCATCAACTTCC (NIFH FW 1)
CGTA GCGCCATCATCTC (NIFHREV 1)

GCAT CGCGGTAGTAGAG (COMPLEMENTARIO DE REV)

CATCACCTCCATCAACTTCCTTGAGGAAAACGGCGCCTACGACAA
TGTCGACTATGTCTCCTATGACGTGCTCGGCGACGTCGTGTGCGG
CGGCTTCGCAATGCCGATCCGCGAGAACAAGGCCCAGGAAATCTA
CATCGTCATGTCCGGCGAGATGATGGCGCT

165 pb
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Disefo de oligonucleétidos nifH2

ATGGAACGAAAGAAGGAAGGCAACATGTCAGATTTGCGTCAAATCGCATTCTACGGCAAAGGGGGCATCG
GCAAGTCCACCACCTCACAAAATACGCTCGCAGCCCTTGTCGATCTCGGGCAGAAGATCCTGATCGTCGG
CTGCGATCCCAAAGCCGACTCCACCCGCCTGATCTTGAACTCGAAGGCGCAGGACACCGTGCTGCATCTA
GCGGCACAGGAAGGTTCGGTGGAAGACCTCGAACTCGAGGACGTGCTCAAAATCGGCTATAAGGGCATCA
AGTGCGTAGAGTCCGGGGGCCCGGAGCCGGGTGTTGGTTGCGCCGGCCGCGGCGTCATCACCTCCATCAA
CTTCCTTGAGGAAAACGGCGCCTACGACAATGTCGACTATGTCTCCTATGACGTGCTCGGCGACGTCGTG
TGCGGCGGCTTCGCAATGCCGATCCGCGAGAACAAGGCCCAGGAAATCTACATCGTCATGTCCGGCGAGA
TGATGGCGCTTTACGCGGCAAACAACATCGCCAAGGGCATCCTGAAATATGCCCATGCAGGCGGCGTGAG
GCTCGGGGGTCTGATCTGCAACGAGCGCCAGACGGACCGCGAGATCGACCTCGCCGAGGCCCTGGCCTCC
AGGCTCAATTCCAAGCTCATCCATTTCGTGCCGCGCGACAACATCGTCCAGCACGCCGAGCTCAGGAAGA
TGACGGTCATCCAGTATGCGCCGGATTCCAAACAGGCCGGAGAATATCGCACCCTGGCTGAGAAAATTCA
TGCCAATTCGGGTCAAGGGACCGTCCCGACCCCGATCACCATGGAAGAGCTCGAGGACATGCTGCTCGAC
TTCGGCATCATGAAGACCGACGAGCAGATGCTTGCGGAACTTCAGGCCAAGGAATCGAAGGTGGCGGCCG
CCCAATAA

AGTCCACCACCTCACAAAATAC (NIFH FW2)
ACTCTACGCACTTGATGCCC (NIF REVERSE 2)

TGAGATGCGTGAACTACGGG COMPLEMENTARIO DE REVERSE

AGTCCACCACCTCACAAAATACGCTCGCAGCCCTTGTCGATCTCG
GGCAGAAGATCCTGATCGTCGGCTGCGATCCCAAAGCCGACTCCA
CCCGCCTGATCTTGAACTCGAAGGCGCAGGACACCGTGCTGCATC
TAGCGGCACAGGAAGGTTCGGTGGAAGACCTCGAACTCGAGGAC

GTGCTCAAAATCGGCTATAAGGGCATCAAGTGCGTAGAGT
219 pb
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Ejemplo de comparaciones en BLAST para el gen nifH de Rhizobium tropici
CIAT 889

Max  Total Query E Per,

[)ew;pfxm &s’enliﬁ:hlame R s NS Anc.ann N
- - v v -
Rhizobium $p, CCGES32 plasmid pRCC complete Rhizobium sp. C... 1652 1652 100% 0.0 100.00% 508160 CPO32692.1
Rhizobium tropici CIAT 899 ni d {nifH) gene, cds Rhizobium tropic. .. 1652 1652 100% 00 100.00% 918  JX8635731
Rhizoblum tropic. .. 1652 1652 100% 0.0 100.00% 549467 4017
Rhizobium sp. ... 1607 1607 100% 0.0  90.11% 577596 CPO32EE7.1
Rhizobium sp. NXC24 plasmid pRspNXC24b, complets sequence Rhizobium sp. .., 1513 1513 100% 0.0 97.20% 489086 CPO24313.1
Rhizobium sp. NCHAZZ NifH (nifH) gene, partial cds Rhizobium sp. N... 1423 1423 B7% 00 59.49% D0284983.1

800
Rhizobium jagua .. 1402 1402 100% 00 9497% 550563 CPD3ZE06.1
Rhizobium sp. 1350 1351 8% 0.0 100.00% 731 MW158842.1
T30
730

Rhizoblum sp, strain TUTWCHS nirogenase reductase (nifH) gene, partial cds Rhizobium sp, 1349 1349 8% 0.0 100.00% MW150845 1
Rhizobium sp. strain TUTCCHE enase reductass [nifH) gene, partial cds Rhizobium sp. 1349 1349 B1% 00 100.00% MW150840.1
Rhizobium sp. strain TUTWCh10 nirogenase reduciase nifH) gene, partial cds Bhizobium sp. 1328 1328 B1% 00 9972%  TI6  MWIS0A461
Rhizebium tropicl iselate RP261 NifH (nifH) gene. partial cds Rhizobium fropici 1321 1321 7% 0.0 10000% 715 DQ413021.1
Rhizobium sp. strain TUTWCbE nif r [nifH) gene, partial cds Rhizobium sp. 1NT 13T IR 0.0 100.00% 713 MW158841.1
Rhizobium sp. TUTPWSATT nitrogenase reductase (nifH) gene, partial eds Bhizobium sp. T... 1304 1304 79% 00 99.58% 715  KT163087.1
Rhizobium o, strain TUTUCH1 nitrogenase reductase (nifH) gene. partial cds Rhizobium sp. 1303 1303 B3% 00 98.13% 74T MWI159843.1
Bhizebium s, TUTPYSA110 nirogenase reductase (nifH) gene, partial cds Bhizobiumsp. T... 1288 1288 7% 00 9872% 703  KI163100.1
Rhizoblum tropici MiRT nif gene, nitrogenase iron protein, partial sequence Rhizobium ropici 1216 1216  82% 0.0 9650% T34 LC4E1121.1
Rhizobium gallicum strain IE4872 plasmid pRoallE4BT 2, complate sequence Rhizobium gallic... 1214 1214 100% 00  91.16% 506330 CPO17104.1
m am m M7 plasmi Inorh ma.. 1208 1208 100% 00 91.06% 547106 CP0130531
Rhizebium gallicum strain M101 plasmid pRGM101a. complete sequence Rhizobium gallic... 1187 1197 100% 0.0  90.83% 513852 CPOO2345.1
Si izobi i um strain CFNEI 73 plasmid B, complete sequence Sinorhizobium a... 1192 1182 100% 0.0 9073% 586526 CP013108.1
Rhizobium gallicum by. gallicum RE0Z plasmid pRgalRE02b, complete sequence Rhizobium gallic... 1192 1192 100% 0.0 90.72% 507254 CPODEETS.I

Sinorhizobium fr... 1158 1158 100% 00 S0.06% 499999 GPD24308.1
wiak ain 583 plasmi Mesorhizobium ... 1153 1153 100% 0.0 89.94% 686467 CPOS02091
Rhizobi n CCGE 501 nitrog Fe protein (nifH) gene, complete cds Rhizobium mese... 1153 1153 100% 0.0 80.03% 804  JNO21929.1

Rhizobium etli strain MXC12 plasmid pRetNXC12d, complete sequence Rehizobium ati 1147 2260 O97% 00 S046% 543085 CPO20910.1
Rhizoblum sp. NXG14 plasmid pRaphNXC14a, complate sequence Rhizobium sp. M., 1147 2290 97% 00 S046% 530065 210311
Ensifer adhaerens sirain RT-601 nitrogenase reductase (nifH) gene, partial cds Ensifer adhaerens 1147 1147 99% 0.0 80.98% 888  KRO7S963.1
Rhizobium etli bv. mimosae str. Mim1 plasmid pRetMIM1e, complete sequence Rhizobium eflib... 1147 2280 87% 0.0 9046% 615383 CPO05855.1
Ensifer mexicanus strain ITTG RT plasmid pEmelTTGRTh, complete Sequence Ensifer mexicanus 1146 1146 99% 00 8981% 455876 CPO412401
Rhizebium so. IE4771 plasmid pReiE4TT 1b. complaie sequence Rhizobium sp. ... 1142 2273 97% 0.0 90.34% 393846 CPODGSAE.1

sp. 131-2-5 DNA, QEnome Mesorhizobium ... 1142 1142 100% 0.0 85.72% 7075387 AP023248.1
Mesorhizobium sp. 131-2-1 DNA, complete genome Mesorhizoblum ... 1142 1142 100% 0.0 80.72% 6822576 AP023247.1
Mesorhizobium loti strain 582 plasmid p_1, complete sequence Mesorhizobium loti 1142 1142 100% 00 8971% 655882 CPOS02951
M I MAFF. DMA, il Me: lum |,,. 1142 1142 100% 0o 89.72% TO03I60T1 BADDOO1Z4
Mesorhizobium lofi strain SU343 chromosome. complete gancme Mesorhizobium loti 1138 1138 100% 0.0  89.61% 6934480 CPO33368.1
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