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RESUMEN

Las plantas pueden ser densamente colonizadas por bacterias de suelo.
Algunas bacterias son capaces de utilizar como fuente de carbono y energia
compuestos aromaticos presentes en los exudados de plantas. Dentro de éstas, se
destaca Cupriavidus pinatubonensis JMP134, la cual cuenta con 11 de las 12 rutas de
degradacion de compuestos aromaticos descritas hasta ahora en Proteobacterias, por
ello, siendo capaz de degradar diversos compuestos fendlicos tales como cinamato,
salicilato o benzoato. Estos compuestos son canalizados desde rutas perifericas a las
rutas principales de degradacién, en este caso a la ruta del B-cetoadipato. Algo similar
ocurre con la ruta del gentisato, la cual permite a la bacteria utilizar tanto 2-
hidroxibenzoato (salicilato) como 3-hidroxibenzoato como fuente de carbono y energia.
En ambos casos, los productos finales de las rutas de degradacién son capaces de
ingresar al ciclo de Krebs, por lo que se ha propuesto que dichas rutas catabdlicas
podrian ser relevantes en la colonizacion de plantas.

Este Seminario de Titulo se centra en estudiar el papel de las funciones
catabdlicas involucradas en la degradacién de compuestos aromaticos en la
interaccion planta-bacteria, utilizando Arabidopsis thaliana — C. pinatubonensis JMP134
como sistema modelo. Se estudié la colonizacion rizosférica, el crecimiento de la
bacleria en exudados de ralz, como Unica fuente de carbono y energia; asi como los
posibles efectos en el crecimiento de A. thaliana. Estos parametros se analizaron en
cepas mutantes de las rutas catabdlicas del B-cetoadipato y gentisato, y en la variante
genomica JMP222, carente de un megaplasmido y el plasmido catabdlico pJP4.

Se observé que la cepa JMP134-BCA presentd una menor capacidad de

colonizacion, asf como un menor crecimiento en los exudados de raiz de A. thaliana,




en comparacion con la cepa silvestre. En cuanto a efectos en la planta, se observaron
diferencias significativas para las cepas JMP134, JMP134AhybB, JMP134-BCA y
JMP222 en los diferentes parametros medidos, en comparaciéon a aquellas plantas
que no estuvieron en contacto con indculo bacteriano. Estos resuitados indican que
funciones del catabolismo de compuestos aromaticos son importantes para la
colonizacion eficiente de A. thaliana, incluyendo el uso de componentes de sus

exudados de raiz y que esto puede afectar ciertos estados fisologicos de la planta.

xii




ABSTRACT

Soil bacteria densely colonize the rhizosphere of terrestrial plants. As some
bacteria can efficiently use aromatic compounds as carbon sources, aromatic
compounds contained in root exudates may influence rhizospheric colonization. Among
bacteria, it is noticeably Cupriavidus pinatubonensis JMP134 (pJP4), which has 11 of
the 12 main degradation pathways described in proteobacteria, thus degrading a wide
variety of phenolic compounds, such as cinnamic, salicylic, or protocatechuic acids.
These compounds are channeled from peripheral pathways to the main pathways, in
this case the B-ketoadipate pathway. A similar situation happens with the gentisate
pathway, which allows use of 2-hydroxybenzoate (salicylate) and 3-hydroxybenzoate as
carbon and energy sources. In both cases, the final products reach the Krebs’s cycle,
which has led to the proposal that these catabolic abilities play a significant role in plant
colonization and survival in rhizosphere.

This work is focussed in the study of the role of bacterial aromatic catabolism
functions in plant — bacteria interactions, using Arabidopsis thaliana - Cupriavidus
pinatubonensis JMP134 as model system. Root colonization; bacterial growth on root
exudates, and possible effects on growth of A. thaliana, were studied. These
parameters were assayed for B-ketoadipate and gentisate pathway mutant strain
derivatives of C. pinatubonensis JMP134, and the megaplasmid_ free derivative
JMP222. A triple pB-ketoadipate catabolism mutant JMP134-BCA strain showed a
reduced root colonization ability compared with the wild type. Accordingly, lower
proliferation was observed for these mutant strains when growing on A. thaliana root

exudates. JMP134, JMP134AhybB, JMP134-BCA and JMP222 strains showed also
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different effects on some A. thaliana growth parameters with respect to the wild type
strain. These resulis indicate that catabolic functions of the p-ketoadipate and gentisate

pathways play a role in efficient colonization of A. thaliana, including use of plant root

exudates components, and cause some physiological effects in plants.
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INTRODUCCION

1. ANTECEDENTES GENERALES
En 1904, Lorenz Hiltner planted por primera vez el concepto de rizésfera,

haciendo referencia al compartimiento o area de suelo que se encuentra directamente
influenciado por la presencia de las raices de una planta. Propuso que estas
interacciones no ocurrian exclusivamente entre el suelo y las raices de las plantas, si
no que los exudados de las raices de las diferentes plantas sustentaban el desarrolio
de diferentes comunidades bacterianas, asi como la interaccion entre distintas
especies de planta y la interaccién entre diferentes especies de microorganismos. Todo
esto a través de moléculas sefalizadoras que forman parte de rutas complejas
(Hiltner, 1904; Hartmann y cols, 2008).

La rizosfera puede ser descrita como el area radial y longitudinal que rodea a
las raices de las plantas, en la cual son absorbidos los nutrientes y el agua por parte de
la planta, y ademas ocurre la secrecion de exudados y el consiguiente crecimiento
microbianc (Uren, 2000). Es decir, ocurren una serie de procesos biolégicos vy
ecoldgicos complejos. En los cuales, los microorganismos en particular, son capaces
de utilizar los compuestos provenientes de los exudados de las raices de las plantas
como sustratos de crecimiento, aumentando considerablemente Ia; hiomasa microbiana
y actividad alrededor de las raices, lo que se conoce como efecto rizosférico. Esto se
debe a que los microorganismos del suelo generalmente deben competir por nutrientes

y fuentes de carbono y energfa, cuya disponibilidad en el suelo se encuentra limitada,

debido a la escasez y amplia distribucién de éstos. Por ende la actividad microbiana en

el suelo es altamente influenciada por los exudados de las raices (Bais y cols, 2008).




Este alto grado de influencia por parte de las raices de las plantas sobre [a
poblacién de organismos que las rodean, se debe a la rizodeposicién de metabolitos
que contienen carbono desde las raices al suelo. Se estima que alrededor del 40 % del
carbono que es fijado a través del proceso de fotosintesis, es secretado en la rizésiera,
como metabolitos primarios o secundarios, durante las primeras etapas del desarrollo
de la planta (Bertin y cols, 2003; Bais y cols, 2006).

Generalmente, los componentes de los exudados se dividen en dos tipos de
compuestos, en base a su peso molecular. Por un lado, los compuestos de bajo peso
molecular que incluyen jones, agua, oxigeno libre, azucares simples (tales como
arabinosa, fructosa, glucosa, maltosa, manosa y oligosacaridos), aminoacidos
(arginina, asparagina, aspartico, cisteina, cistina, glutamina), acidos organicos (acidos
acético, ascoérbico, benzoico, fertlico y malico), compuestos fendlicos y otros
metabolitos secundarios que aportan diversidad a los exudados. Algunos de estos
compuestos, en especial los fendlicos, influyen en el crecimiento y desarrolio de
plantas y microorganismos circundantes. Por su parte, los compuestos de aito peso
molecular, tales como: mucilago (polisacarido), flavonoides, enzimas y otras proteinas,
acidos grasos, taninos, carbohidratos, esteroides, terpenoides, alcaloides,
poliacetilenos, y algunas vitaminas (Uren, 2000; Bertin y cols, 2003), son menos
diversos, pero constituyen un porcentaje importante de los exudados de raices en base
a su masa (Bais y cols, 2008). La presencia de estos compuestos en menor o mayor
medida en los exudados va a depender directamente de la especie, el tipo de cultivo,
estados de desarrollo y sustratos de crecimiento de la planta, asi como de factores de
stress (Uren, 2000). Al exudar estos compuestos, la planta seria capaz de determinar

la poblacion de microorganismos que se encuentra en su rizosfera y por ende




obtendria las condiciones mas favorables para la planta (Bais y cols, 2004; Broeckling
y cols, 2008; Houlden y cols, 2008).

A partir del reconomiento de los micreorganismos por parte de la planta, se
pueden establecer basicamente tres tipos de interaccion: simbidtica, patogénica y
asociativa (Plher y cols., 2004). La primera se caracteriza por la formacién de nddulos
en las raices de las plantas, los cuales son colonizados por microsimbiontes. Como
resultado, éstos son capaces de fijar el nifrégeno atmosférico y entregarlo como
sustrato a la planta. La interaccidn mas comin de este tipo es la de los géneros
Rhizobium y Bradyrhizobium, ambos pertenecientes al orden Rhizobiales, con plantas
leguminosas, siendo un conocido ejemplo la interaccién entre Bradyrhizobium
Japonicum y el poroto de soya (Glycine max) (Skét y Egsgaard, 1984; Poole y cols,
1994).

En cuanto a [as interacciones con microorganismos patdgenos, éstas suelen ser
mas diversas. Las especies de bacterias patdgenas han desarrolado métodos
especificos de ataque a las celulas vegetales y son capaces de utilizar las sustancias
producidas por la planta para su crecimiento. Se han descrito fitopatégenos en genéros
como: Pseudomonas, Ralstonia, Xanthomonas y Xylelfa , entre muchos ofros (Govan y
cols, 1996; Coenye y Vandamme, 2003; Pulher y cols, 2004; Mahenthiralingam y cols,
2008). Estas bacterias cuentan con genes putativos relacionados con el control de las
interacciones patdgeno-planta. La expresién de estos genes estaria relacionada con
mecanismos de adherencia, produccion de fitotoxinas, resistencia a stress oxidativo,
degradacién de la pared celular vegetal y de hormonas producidas por la planta, asi
como la producidon e inyeccion de efectores que interfieren con el mecanismo de
defensa de la planta, funciones que abarcarian alrededor de un 6% del genoma de

este tipo de bacterias (Piilher y cols, 2004).




Dentro de las bacterias asociativas, se destacan las rizobacterias promotoras
de crecimiento vegetal (PGPR), las cuales se caracterizan por su habilidad para
colonizar las raices de las plantas sin causar enfermedad y a la vez otorgando un
beneficio a la planta. Estos beneficios podrian ser la produccidon de estimuladores de
crecimiento o un efecto protector al suprimir posibles patogenos. Dentro de estas
bacterias se pueden destacar Pseudomonas fluorescens Pf0-1 y SBW25, las cuales
son capaces de promover el crecimiento de las plantas. Otro ejemplo es el de
Burkholderia phytofirnans PsJN, la que es capaz de colonizar y promover el
crecimiento en las raices de Allium cepa (cebolla) (Sessitsch y cols., 2005) y asi como
generar efectos protectores en Vitis vinifera (uva del vino), en cultivos sometidos a
bajas temperaturas (Fernandez y cols., 2012), mediante la modulacion del metabolismo
de carbohidratos.

Salvo algunas cepas del género Bacillus (ver como ejemplo, Francis y cols,
2010), la gran mayoria de las PGPR son Gram-negativas, y una fraccidn significativa
pertenece al orden Burkholderiales, tales como B. phytofirmans PsJN. Burkholderiales
es el segundo orden de proteobacterias mas representado después de
Enterobacteriales en la base de datos de genomas. Analisis gendomicos han
demostrado que este orden tiene amplios potenciales catabdlicos (Pérez-Pantoja y
cols, 2012), codificando la mayoria de las rutas centrales de ruptura del anillo
aromatico asi como rutas catabdlicas periféricas, a través de las cuales se permite la

entrada de mas de 100 compuestos aromaticos a las rutas de degradacion centrales

(Figura 1).




Ho

H
N, J-Hydrmyﬂng'dncﬁn ackd 4-Hydroxyphenylgyrvic acid

Anthranllic acid

2-halobentoic seid o

CH
il i 4+ Hyidroosypheylacetic acld
il
s SO
a ?
Hiphenyl Central acid ﬂqlic )
- "
, Metabolism °
™
Beazeae  Phenol 3-Hydroxybenzoic scid
o CO0H
Chlorobenztng Tiophtatic

000
g

oH
3-Aydrorey phemylpropionic scid Resorcinol

Figura 1. Esquema muestra la variedad de compuestos aromaticos que pueden
ingresar al metabolismo central en el orden de las Burkholderiales. Se observan las
rutas periféricas, los intermediarios generados y las distintas rupturas del anillo
aromatico antes de ingresar al metabolismo central (Pérez-Pantoja y cols, 2012).




Asi, estas rutas periféricas son capaces de transformar una amplia gama de
compuestos aromaticos en un grupo mas reducido de intermediarios que ingresan a la
ruta de ruptura del anillo aromatico y posteriormente al ciclo de Krebs (Pérez-Pantoja y
cols, 2012). Generalmente estas reacciones periféricas consisten en la activacién del
anillo aromatico mediante oxigenasas y/o ligasas CoA, generando intermediarios di o
trihidroxilados y/o intermediarios CoA, desaromatizados (Pérez-Pantoja y cols, 2010a).
En total, el grupo de oxigenasas implicadas en la activacién y ruptura del anillo
aromatico es amplio y filogenéticamente diverso, incluyendo varias familias diferentes
gue han sido recientemente recopilados y analizados en estudios filogenéticos (Pérez-
Pantoja y cols, 2010b). En relacion a la cantidad de oxigenasas presentes en el
genoma y el tamario de éste en Burkholderiales, se ha establecido que la cantidad de
genes que codifican para oxigenasas aumenta con el tamafio del genoma, pero que el
contenido relativo de enzimas permanece fijo, lo cual sugiere que el catabolismo de
compuestos aromaticos tiene mayor relevancia en el metabolismo en Burkholderiales,
a medida que sus genomas aumentan (Pérez-Pantoja y cols., 2012).

Lo anterior se hace mas interesante, cuando se tiene en cuenta que
Burkholderiales no solo comprende a la familia de las Burkholderiaceae, sino también a
Oxalobacteraceae, Alcaligenaceae y Comamonadaceae, las cuales incluyen aerobios
estrictos y anaerobios facultativos, asi como quimiorganétrofos tanto estrictos como
facultativos, organismos fijadores de nitrogeno, inclusive microorganismos patégenos
en animales, humanos y plantas (Garrity y cols, 2005). Por lo tanto, constituye un linaje
diverso en terminos fenotipicos, metabadlicos y ecoldgicos (Pérez-Pantoja y cols, 2012).
Dentro de la familia Burkholderiaceae se han descrito miembros capaces de asociarse
a plantas, pertenecientes a los géneros Burkholderia, Ralstonia y Cupriavidus. En

Burkholderia hay tanto especies patégenas como promotoras de crecimiento vegetal,




tales como B. gladioli que produce lesiones tanto en hojas como en el tallo de diversas
plantas {Maeda y cols, 2008), asi como la ya mencionada B. phylofirnans y B.
phymatum, la cual se caracteriza por ser biofertilizante y tener la capacidad de fijar
nitrégeno como anaerobio estricto en Phaseolus vulgaris (frijol). Cepas del género
Ralstonia producen diversos tipos de efectos en sus hospederos, entre los que se
puede destacar a R. solanacearum que produce enfermedades en cultivos de
importancia como Solanum lycopersicum (tomate) (Tans-Kersten y cols, 2001) y
Solanum tuberosum (papa) (van Elsas y cols, 2000). En Cupriavidus, se conoce a C.
taiwanensis capaz de fijar nitrégeno como simbionte en Mimosa pudica (Amadou vy
cols., 2008). .

Al género Cupriavidus también pertenece C. pinafubonensis (Ex C. necator)
JMP134 (pJP4), bacteria aislada de suelos australianos debido a su capacidad de
crecer en el herbicida 2,4-diclorofenoxiacetato (2,4-D). Esta bacteria se caracteriza por
tener una gran versatilidad metabdlica, que le permite utilizar mas de cincuenta
compuestos aromaticos como fuente unica de carbono y energia (Pérez-Pantoja y cols,
2008). Se ha determinado que codifica 11 de las 12 vias principales del catabolismo de
compuesto aromaticos, descritas hasta ahora en proteobacterias (Pérez-Pantoja y cols,
2008), lo que la hace un buen modelo de estudio para la degradacion de este tipo de
compuestos.

C. pinatubonensis JMP134 posee un genoma multipartito, el cual consta de 4
replicones: un pritmer cromosoma ampliamente conservado dentro del género, cuya
mayorfa de genes estarian relacionados con la codificacién de funciones claves tales
como replicacion, transcripcién y traduccién de DNA (Lykidis y cols, 2010). El segundo
cromosoma o cromido, como se los denomina hoy en dia (Fricke y cols, 2009; Harrison

y cols, 2010), contendria genes que codificarian para funciones relacionadas con




metabolismo energético, metabolismo secundario y metabolismo de aminoacidos
(Pérez-Pantoja y cols, 2008; Lykidis y cols, 2010). Ademas, posee un megaplasmidio
{pJPL), la mayoria de cuyos genes atn no tiene funciones descritas, salvo los genes
relacionados con la degradacion del 3-nitrofenol (Pérez-Pantoja y cols, 2008).
Finalmente, tiene un plasmidio catabélico pJP4, en el cual se encueniran los genes fd,
necesarios para la degradacion de 2,4-D y 3-CB (Pérez-Pantoja y cols, 2008). Cabe
destacar que existen variantes genomicas de esta cepa, cepas JMP222 y JMP289, la
primera no posee el megaplasmidio ni el plasmidio catabdlico pJP4, mientras que la
segunda no posee el pJP4 (Schenzle y cols, 1997).

Dentro de las vias de degradacion de compuestos aromaticos en C.
pinatubonensis JMP134 se destacan la via de degradacién de p-cetoadipato, la que se
encuentra ampliamente distribuida entre las bacterias del suelo, debido a que juega un
rol central en la degradacién de compuestos aromaticos presentes en la naturaleza
(Harwood y Parales, 1996). Varias vias periféricas generan intermediarios que son
capaces de ingresar a la via del B-cetoadipato, ya que su conversion a succinil-CoA y
acetil-CoA permite oxidar el compuesto mediante el ciclo de Krebs (Figura 2a). Es en
este paso, como en varios otros fanto en C. pinafubonensis como en un buen nlimero
de ofras cepas de Burkholderiales, que se observa redundancia génica funcional
(Pérez-Pantoja y cols, 2008; 2009; 2010b; 2012); en este caso en los genes pcalJ,

mmiFG y scoAB los cuales codifican para una B-succinil-CoA transferasa (Figura 2a).




Entre los intermediarios que permiten el ingreso de diversos compuestos
aromaticos a la via del B-cetoadipato se destaca el protocatecuato (PCA), el cual ha
sido descrito como un intermediario clave en esta ruta ya que es un intermediario en la
degradacion de compuestos arométicos, precursores del biopolimero vegetal lignina,
tales como cafeato, clorogenato, cumarato, entre otros; siendo también intermediario
de la degradacidn de 4-hidroxibenzoato (4-HB, Figura 2a) (Pérez-Pantoja y cols, 2008).
La degradacién de PCA es realizada por la enzima protocatecuato-3,4-dioxigenasa,
cuyas subunidades son codificadas por los genes pcaHG, los cuales se encuentran
ampliamente conservados en los genomas de Cupriavidus, Ralstonia y Burkholderia
(Pérez-Pantoja y cols, 2012).

Ofra ruta del catabolismo de compuestos aromaticos en C. pinatubonensis
JMP134 es la del gentisato (2,5-dihidroxibenzoato, Figura 2b). Este metabolito se
genera a partir de la degradacion de salicilato (2-hidroxibenzoato, 2-HB) o 3-
hidroxibenzoato. Se ha reportado &cido salicilico en exudados de A. thaliana (Walker y
cols, 2003). La utilizacién de 2-HB como sustrato se ha descrito en Pseudomonas,
Acinetobacter, y en algunas Burkholderias, en los que el salicilato es oxidativamente
descarboxilado a catecol (Pérez-Pantoja y cols, 2008). En cambio, C. pinatubonensis
JMP134 utiliza 2-HB a través de gentisato y la salicilato-5-hidroxilasa, una enzima
multi-componente también descrita en Ralsfonia sp U2 (Zhou y cols., 2001). En la cepa
JMP134, estos genes estan codificados en el cluster AybRBCDA (Figura 2c), siendo

hybB el gen que codifica para la subunidad mayor (Pérez-Pantoja y cols, 2008; 2012).
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Por los antecedentes proporcionados, resulta muy probable que C.
pinafubonensis y ofras bacterias del orden Burkholderiales sean capaces de utilizar
algunos de los componentes de los exudados de las plantas, entre ellos los
compuestos aromaticos. Estas capacidades catabdlicas podrian relacionarse con las
habilidades de colonizacion de la planta, tanto a nivel rizosférico como endofitico. En el
caso de la interaccién de bacterias con A. thaliana se ha observado, en cultivos
gnotobioticos, que C. pinatubonensis JMP134 es capaz de alcanzar niveles de
crecimiento 1000 veces mayor en presencia de A. thaliana, que aquellas que nunca
estuvieron en contacto con plantas, con valores cercanos a 2,7 x 10° unidades
formadoras de colonia por mg de planta (UFC/mg planta) y 1,1x10° UFC/mg planta
respectivamente. (A. Zufiga, datos no publicados). En cuanto a la colonizacion endéfita
se ha observado que puede alcanzar valores cercanos a 1,1 x 10° UFC/mg planta (A.
Zahiga, datos no publicados). Valores semejantes se han encontrado para Acacia
caven (Ledger y cols, 2012). La presencia de C. pinatubonensis JMP134 no produce
cambios significativos en el largo de rafz primaria o la cantidad de clorofila presente en
las hojas de A. thaliana o A. caven, aunque si se observa un leve detrimento en el peso
fresco de aquellas plantas que estuvieron en contacto con la cepa, en comparacion con
aquellas plantas no inoculadas (Ledger y cols, 2012; A. Zifiga, datos no publicados).

El presente Seminario de Titulo busca explorar la relacién entre las rutas
catabdlicas para compuestos aromaticos descritas en C. pinatubonensis JMP134, con
la capacidad para usar parte de estos exudados como fuente de carbono, e influir asi

en las capacidades de colonizacién de plantas (Figura 3).
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HIPOTESIS

“La capacidad de C. pinatubonensis JMP134 para catabolizar compuestos
aromaticos, como los presenies en exudados de plantas a través de las rutas de
degradacion de! B-cetoadipato y gentisato, es importante para la colonizacién de

plantas como A. thaliana.”

OBJETIVO GENERAL

“Estudiar la participacion de las rutas del catabolismo del 2-hidroxibenzoato, 4-
hidroxibenzoato y sus derivados en la capacidad de C. pinatubonensis JMP134 para

colonizar A. thaliana y utilizar sus exudados para crecer”.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- “Estudiar Ia inactivacion de los genes pcaH de la ruta del p-cetoadipato y hybB de
la ruta del gentisato, en la capacidad de C. pinatubonensis JMP134 para crecer en
exudados provenientes de A. thaliana”.

2.- “Evaluar la capacidad de estas mutantes y una variante gendmica de la cepa
JMP134 para colonizar la rizésfera de A. thaliana”.

3.- “Determinar posibles efectos en el crecimiento de A.thaliana por la colonizacién de

JMP134 y sus cepas mutantes”.
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MATERIALES Y METODOS

1.1 Reactivos.
- Axygen Biosciences, Axygen Inc. (Union City, CA, USA). Se obtuvo Agarosa

ultrapura.

- Invitrogen, Life Technologies Corporation. (Carisbad, CA, USA) DNA polimerasa Tag,
dideoxinucledtidos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), kit de clonamiento TOPO TA
Cloning pCR 2.1 TOPO. SYBR Green Real-Time PCR master mixes. Estandares de
peso molecular, 100 bp ladder (0.1- 1,5Kb) y 1 Kb Ladder (0,25-10 Kb).

- Merck (Darmstadt, Alemania): acido benzoico, acido nalidixico, acido sulfdrico, agar-
agar, agar ultra puro, citrato de amonio ferrico, cloruro cobaltoso hexahidratado, cloruro
cliprico tetrahidratado, cloruro niqueloso hexahidratado, cloruro de sodio, etanol,
extracto de levadura, fosfato acido de potasio, fosfato diacido de potasio, D(-}fructosa,
glicerol, hidroxido de sodio, isopropancl, metanol, molibdato de sodio dihidratado,
nitrato de calcio, sacarosa, sulfato de amonio, sulfato de calcio, sulfato ferroso
heptahidratado, sulfato de kanamicina, sulfato de magnesio heptahidratado, sulfato de
manganeso monohidratado, sulfato de sodio anhidro, sulfato de zinc heptahidratado,
peptona y triptona.

- PhytoTechnology Laboratories (Overland Park, KS, USA): Medio para crecimiento de
plantas Murashige-Skoog (MS).

- Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA): &cido boérico, acido clorhidrico, acido 2,4
diclorofenoxiacético, betaina, 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosidasa (X-gal), 2-
hidroxibenzoato, 4-hidroxibenzoato, isopropil-g-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG).

- Winkler (Lampa, RM, Chite): Buffer TAE 50x, buffer de carga 6x.
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1.2 Material biolégico.

1.2.1. Cepas bacterianas y plasmidos.

Las bacterias y los plasmidios utilizados en esta memoria se indican en la Tabla 1.

1.2.2 Semillas de A. thaliana.

Las semillas utilizadas correspondieron a A. thaliana silvestre (WT), ecotipo
Columbia (Col-0). Las cuales fueron facilitadas por el Laboratorio de Biologia

Molecular Vegetal, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

1.3 Medios de cultivo.

1.3.1 Medios liquidos.

Medio Luria-Bertani (LB): La composicién fue 10 g de peptona, 5 g extracto de
levadura y 5 g NaCl por cada litro de medio. El medio de cultivo fue esterilizado por
autoclave y almacenado a temperatura ambiente. Cuando fue necesario se agregaron
los antibicticos: 100 mg/ml de kanamicina (Km), 50 mg /ml de acido nalidixico (Nal), 1
mg /ml de estreptomicina (Sm),concentraciones stock, luego de ser esterilizados con
filiros de nitrocelulosa de 0,22 um de diametro de poro (Billerica, MA, USA).

Medio salino minimo (Dorn): El medio salino minimo contiene sales de amonio
y fosfato, junto 2 minerales en concentraciones trazas (Dorn y cols, 1974). La solucién
de medio Dorn se prepard por dilucién en agua estéril de las siguientes soluciones,
cuya composicion es:

- Buffer fosfato (10x): 140 g/L. de Na;HPO,4 x 12H,0 y 20 g/L. de KH;PO,. Esterilizada
en autoclave.

- Sales (100x): 5 g/l. de Ca(NOs); x 4H,0, 100 g/L de (NH,),S0,, 20 g de MgSO;, x
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7H,O y 1 g de Fe(lil)-ciirato de amonio. Esterilizada en autoclave. El compuesto
Ca(NO;). se esterilizé por separado y posteriormente se mezcld con las ofras sales.
- Solucion de elementos trazas (1000x): 10 mM de HCI (37%), 0,5 mM de ZnCl;, 1 mM
de MnCl; x 4H,0, 1 mM de H,BO;, 0,8 mM de CoCl x 6H;0, 0,1mM de CuCl, x 2H,0,
0,1 mM de NiCl, x 6H;0, 0,15 mM de NaMoO, x 2H,0. Esterilizada por filtracion.

La solucion final se prepard agregando 100 ml de buffer fosfato (10x), 10 ml de
sales (100x), 1 ml de solucion de elementos trazas (1000x) a 889 ml de agua miliQ

esterilizada por autoclave.

1.3.2 Medios sélidos

Para la preparacién de placas con medio sélido se agregé agar (15 g/L) a los
medios liquidos, para luego ser almacenadas a 4°C. En el caso de la preparacion de
placas de medio minimo suplementado como Unica fuente de carbono, se utilizé un
agar de alta pureza. Tanto los antibidticos como las fuentes de carbono utilizadas en la
preparacién de medios sdlidos fueron previamente esterilizados por filtracion por filtros
de nitrocelulosa Millipore de 0,2 um de diametro de poro, y agregados después de la

esterilizacion del medio de cuitivo.




Tabla 1. Cepas bacterianas y plasmidos utilizados en esta memaria.
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Cepas/plasmidos Fenotipo/genotipo relevante Fuente de
origen
Cepas
bacterianas
Cepas de C.
pinatubonensis
JMP134 Cepa silvestre, 2,4-D*, Fru®, 2-HB", 4-HB" DSMZ
JMP134AhybB Mutante hybB, 2-HB", 2,4-D", Fru®, 4-HB*, Km(’ esta memoria
JMP134ApcaH Mutante pcaH, 4-HB", 2,4-D°, Fru®, 2-HB", Km"* | esta memoria
JMP134BCA Triple mutante en los genes pcal, mmiFG,
ScoAB, Bz, 4-HB', 2,4-Dr, Fru*, 2-HB* Ledgery cols.,
2012
JMP222 Derivada de JMP134, no posee megaplasmidio cepario
ni plasmidio catabélico pJP4, 2,4-D", Fru*, Sm' laboratorio
Cepas de E.coli
DH5a. Nal Bullocks y
cols., 1987
DH5a (phybB) Nal’, Km’ esta memoria
DH5a (ppcaH) Nal",Km' esta memoria
Plasmidos:

pCR2.1 TOPO-TA

Vecgor suicida en C. pinatubonensis JMP134,
Km

Invitrogen (CA,
USA)

pCR2.1 hybB pCR2.1 TOPO-TA con fragmento interno de esta memoria
hybB, Km'

pCR2.1 pcaH pCR2.1 TOPO-TA con fragmento interno de esta memoria
pecaH, Km'

2,4-D°, Fru’, 2-HB", 4-HB". Capacidad de crecimiento en 2,4-D, fructosa, 2-HB o 4-HB,
respectivamente. DSMZ Deutsche Sammiung von Mikroorganismen und Zellkulturen. Km', Naf’,
Sm": resistencia a kanamicina, acido nalidixico, rifampicina o estreptomicina, respectivamente.
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2.1. Cultivo de microorganismos.

2.1.1 Mantencién de microorganismos

Las cepas de C. pinatubonensis JMP134 se mantuvieron en placas con agar de
alta pureza (15 g/L) en medio salino minimo, suplementado con un compuesto
aromatico como Unica fuente de carbono y energia, a 30°C, mas los antibioticos
correspondientes cuando fue necesario. Las cepas de E. coli utilizadas se mantuvieron
en placas con agar (15 g/L} en medio LB a 37°C, mas los cormrespondientes
antibiéticos. Adicionalmente, se mantuvo un ceparic de respaldo con cepas

criopreservadas a -80°C en medio minimo con glicerol al 20%.

2.1.2 Cultivos en medios liquidos

Para los cultivos liquidos de cepas de E. coli y C. pinatubonensis, se utilizaron
fubos con 2 ml de medic LB o medio salino minimo suplementado con fructosa 10 mi,
con el respectivo antibiético, cuando fue necesario, y se incubaron en un agitador
orbital Lab Line modelo 3528 por 24 h hasta un maximo de 2 dias, a 180 rpm y 37°C o

30°C, respectivamente.

2.1.3 Curvas de crecimiento en fuentes de carbono conocidas

Para realizar las curvas de crecimiento de C. pinatubonensis se utilizaron
microplacas de 96 pocillos de 320 pl c/u conteniendo 200 pl de medio salino
suplementado con (10 mM) fructesa (10 mM), 2-HB o 4-HB, inoculados a una ODegogum
inicial entre 0,03 y 0,1 aproximadamente, a partir de un cultivo en fase estacionaria
crecido en fructosa 10 mM por 24 h. Se realizaron mediciones a 600 nm cada 1 h,

determinandose la densidad dptica en un espectrofotometro UV/Vis.
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2.1.4 Crecimiento de cepas de C. pinatubonensis en exudados.

Diferentes volimenes de exudado descritos en la seccion 2.8.2; 25, 50, 75 y
100 ! fueron inoculados en medio minimo salino Dorn, hasta completar un volumen
final de 500 pl en tubos Eppendorf (AxyGen, Union City, CA, USA) de 1,75 ml de
volumen final. Cada tubo con una diferente dilucién de exudado consté de 5 réplicas,
para las diferentes cepas utilizadas. Como contro!l se utilizé tubos con las 4 diluciones
descritas anteriormente sin indculo bacteriano. Los tubos fueron inoculados con un
volumen equivalente al 1 % del volumen final, los cuales corresponden a cultivos de 24
h en fructosa 10 mM. Posteriormente, 200 ul de cada tubo fueron depositados en una
microplaca estérii de 96 pocillos de poliestireno virgen grado cristat TPP
Zellkulturtestplatte 96F (Techno Platic Products AG, Trasadingen, Suiza). Cada
tratamiento y dilucion consto de al menos una réplica técnica.

Las microplacas fueron leidas por un espectrofotometro, lector de ELISA, Eon
Microplate Spectrophotometer (Biotek, Winooski, VT, USA), cuyc programa de
incubacién consistia en agitacidn orbital constante a 230 rpm y lectura de densidad

optica a 600 nm, cada 1 h durante 48 h.

2.2. Métodos analiticos

2.2.1 Espectrofotometria ultravioleta/visible

Las determinaciones espectrofotomeétricas destinadas al analisis de los
inéculos iniciales de C. pinatubonensis para colonizacién rizosférica, se realizaron en
un espectrofotémetro UV/Vis con arreglo de diodos (G.E. Genequant 1300). Para
determinaciones de densidad &ptica (turbidez) a 600 nm se utilizd una cubeta de

cuarzo de 0,5 ml con 1 cm de paso 6ptico. Las muestras se leyeron directaments,
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utilizando como blanco el medio de cultivo libre de células. Para las curvas de
crecimiento de las cepas, tanto en fuentes de carbono conocidas como en exudados,
se utilizaron microplacas estériles de 96 pocillos de poliestireno virgen grado cristal
TPP Zellkulturtestplatte 96F, las cuales fueron leidas por el lector de placa ELISA Eon
Microplate Spectrophotometer. Para mediciones de la concentracién de RNA extraido
y cDNA se utilizd la microplaca Take3, que cuenta con micropocillos de 2 ml de
volumen con 0,5 mm de paso dptico, las muestras se leyeron directamente, usando
como linea base el solvente (agua) utilizado para resuspender el RNA extraido de las

células y posterior sintesis de cDNA.

2.3. Purificacion de DNA

2.3.1 Purificacion de DNA gendmico

Para la purificacion de DNA total a partir de cepas de C. pinatubonensis
JMP134, se utilizd el kit “Wizard Genomic DNA Purification Kit" (Promega, Madison,
WI, USA). Este kit se basa en lisis celular a alta temperatura (80°C) vy en una
precipitacién del DNA en presencia de isopropanol. El DNA obtenido por este método
es de alta pureza y puede ser empleado directamente en técnicas moleculares como
amplificacion por PCR. Se siguieron las instrucciones del proveedor para la extraccion
del DNA gendémico.

2.3.2 Purificacion de plasmidos

Para la extraccion y purificacion de plasmidos recombinantes se utilizé el
kit “AxyPrep plasmid Miniprep” (Axygen, Biosciences, CA, USA). Este se basa
en el método de lisis alcalina de células bacterianas en combinacién con la unién

selectiva del DNA plasmidial a una columna de silica cuando existe una elevada
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concentracién de sales. Ef protocolo consta de las siguientes etapas: lisis celular,
adsorcién del DNA a una columna, lavado y elucién del DNA. Se siguieron ias

instrucciones del proveedor para la extraccion plasmidial.

2.3.3 Purificacién de fragmentos de DNA de productos de PCR.

Para purificar fragmentos de DNA se utilizo el kit “AxyPrep PCR Clean-up”
(Axygen, Biosciences, CA, USA). Este método emplea una solucién de unién en
combinacién con una columna de silica para purificar fragmentos de DNA lineal,
mayores que 75 pb. Este kit se uso tanto para purificar productos de PCR a partir de la

mezcla de reaccidn, como para purificarlos desde geles de agarosa.

2.4. Amplificacion de DNA por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

2.4.1 Mezcla de reaccion

La mezcla de reaccién para la amplificacion de DNA PCR, fue preparada
utilizando Taq polimerasa (Invitrogen), buffer para Taq polimerasa (10X), partidores
(100 pmoles/ml), mezcla de desoxirribonucledtidos trifosfatos (adenina, citosina,
guanina y timina) 10 mM c/u y MgCl, (50 mM). En general, la mezcla de reaccién
contenia 2 pmoles/m! de cada partidor, 0,25 mM de desoxirribonucledtidos y 1,5 mM
de MgCl, disueltos en agua libre de nucleasa. Ademas, se agregd el buffer para Tag
polimerasa de manera que la concentracion final fuera 1X. Finalmente, se tomaron 24
ul de la mezcla adecuada, se agregd 1 ul de la preparacién de DNA como molde y 0,5
U de DNA polimerasa. En ocasiones se utilizé betaina 5 M para mejorar la definicién
del producto PCR, la concentracién a la cual se encontraba en el mix correspondfa a

0.5 My se agreg6 en un volumen equivalente al buffer para Taq polimerasa (10x), el
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cual era descontando del volumen original de agua libre de nucleasa contenida en el
mix,

El DNA molde utilizado fue DNA genémico, plasmidial o proveniente de lisados
de colonias. En este Gltimo caso, el lisado fue preparado utilizando 50 ml de cultivo
liquido, que fue centrifugado a 12000 rpm por 2 min en una centrifuga Boeco Germany
U-320R (Boeckel &Co, Hamburgo, Alemania) y luego resuspendido en 50 ml de agua
destilada estéril. Luego, las células fueron sometidas a 95°C durante 10 min.
Finaimente, se centrifugdé por 1 min a 12000 rpm, quedando en el sobrenadante el

DNA a utilizar.

2.4.2 Partidores

Los partidores utilizados, sus secuencias y ofras caracteristicas se muestran en
la Tabla 2. Los partidores fueron disefiados utilizando el programa Primer3
(http:/ffrodo.wi.mit.edu/primer3/, Rozen y Skaletsky, 2000), buscando, en general,
obtener parejas de partidores de 20 bases de largo, con 50% de contenido GC, que no

formen estructuras de horquilla y que no exista apareamiento entre ellos.

2.4.3 Programas de PCR

Para la realizacién del PCR se utilizé un termociclador 2720 Thermal Cycler
(Applied Biosystem,life Technologies, Carlsbad,CA, USA). El programa de PCR
generalmente utilizado fue el siguiente: 1 ciclo de denaturacién de 5 min a 95°C, 30
ciclos de amplificacion (30 s a 95°C, 30 s a 60°C y 1 min a 72°C), y un ciclo de
extensién de 7 min a 72°C para luego bajar la temperatura a 4°C. Los ciclos de

amplificacion especificos para cada programa y DNA se detallan a continuacion:




23

- Programa _1: Se utilizé para la obtencion especifica de un fragmento de los genes
hybB y pcaH. Constd de 32 ciclos de amplificacion 30 s a 85°C, 30sa 55°Cy 1 min a
72°C.

- Programa 2: Se utilizd para ia amplificacién de los insertos en el vector pC.R 2.1

TOPO-TA. Consto de 32 ciclos de: 30 s a 95°C, 40 s a 60°C y 1,5 min a 72°C.

- Programa 3: Se utilizé para la obtencion de un fragmento de la secuencia del gen
de16S rRNA de C. pinatubonensis. Constd de 25 ciclos de: 45s a2 94°C, 45sa 56°C y
2mina72°C.

- Programa 4: Se utilizé para realizar la amplificacién de secuencias repetidas PCR-
BOX en las cepas de C. pinatubonensis. Consto de 30 ciclos de: 1 min a 94°C, 1 min a

53°C y 8 min a 72°C, mas una extension final de 16 min a 72°C.

2.5. Clonamiento de DNA

2.5.1 Construccion de vectores.

Las secuencias de los segmentos (400 pb aprox) de los genes hybB y pcaH
fueron clonados en los vectores pCR 2.1 TOPO-TA, utilizando el método de
clonamiento TOPO TA Cloning Kit, cuya estrategia consiste en un paso de
clonamiento en el cual el producto PCR generado por la Tag polimerasa, es
directamente insertado en el vector. No requiere utilizacion de enzimas ligasa,
procedimientos post PCR o partidores que contengan secuencias especificas. Los
plasmidios obtenidos, phybB y ppcaH, fueron dializados durante 45 min a través de

una membrana de nitrocelulosa de 0.22 pm de diametro.
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2.5.2 Preparacion de células electrocompetentes y transformacién por electroporacion.

Un volumen determinado de medio LB (100 ml) fue inoculado al 1% con un
cuitivo fresco de la cepa correspondiente. Una vez alcanzada una turbidez de 0,4-0,5 o
0,5-0,6 a 600 nm para cepas de E. coli y C. pinatubonensis, respectivamente, las
células se enfriaron por 15 min en hielo, para luego centrifugarlas a 8000 rpm en una
centrifuga Boeco Germany U-320R, por & min a 4°C. Posteriormente, las células fueron
resuspendidas en 20 ml de agua estéril fria. La centrifugacion fue repetida dos veces.
La suspension celular final fue guardada a -20°C en alicuotas de 50 ul de glicerol al
20%, para su uso posterior. La electroporacion se realizd en un sistema BioRad (Gene
Pulser, 1652077 y Gene Puiser !l plus), utilizando cubetas de electroporacién de 0,1
cm de paso MicroPulser Cuveite (Hercules, CA, USA), con las siguientes condiciones;
200Q, 25uF y 2,5kV. Al momento de la electroporacion, las células fueron
descongeladas en hielo, incubadas con el DNA (50 ng aprox) por 15 min y transferidas
a las cubetas de electroporacion (previamente enfriadas). Después de Ia
electroporacion, las células fueron fraspasadas a un tubo con 600 ml de medio LB,
incubadas a 30°C en el caso de C.pinatubonensis y 37°C en el caso de E.coli con
agitacion constante durante 1 h.

Finalmente, se sembraron alicuotas de 100, 200 y 300 ul en placas con el
medio selectivo, las que fueron incubadas durante 24 h a 30°C, en el caso de
C.pinatubonensis. Para E. coli DH5a, se emplearon placas de agar LB en cuya
superficie se dispersd 40 pl de una solucion 20 g/l de X-gal y 4 ul de una solucién 200
g/l de IPTG, que luego se secaron en estufa durante 1 h a 37 °C, previo a ser

sembradas.




Tabla 2. Partidores utilizados en este Seminario de Titulo
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GGC GAC GCT
GACG

Secuencia (5'>3') Partidores Secuencia (5'—»3)
Forward Reverse
Inactivacion
de genes
muthybBFW AGCCGCTCGAGGA | muthybBRV
CTATCTC CACACGAAGTCGAA
CGAGTC
mutpcaHFW GTTAAAGATCGGG | mutpcaHRV
TCGAACG CGACAACGACCTGA
CGATT
Confirmacién
inactivacion
M13Fw GTAAAACGACGGC | M13Rv
CAG CAGGAAACAGCTAT
GAC
hybBExtFW TGCTGCTTCGCAC | HybBEXIRV
AAATAAC GGACGAGATAGAGG
CAGTCG
pecaHExtFW TCATTCCACCCCC | PcaHExXtRV
TTACAAC CAGGCCGATATGCA
GGTAAG
168
8F* AGAGTTTGATCCT | 1392R?®
GGCTCAG AGGGGCGGTGTGTA
C
PCR-BOX
BOX_A1R CTA CGG CAA

(a) Amann y cols, 1995,
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2.6. Inactivacién de genes en C. pinatubonensis JMP134
Un fragmento interno de cada gen a mutar (aprox. 400 pb), fue amplificado

mediante PCR, utilizando DNA gendmico obtenido de C. pinatubonensis JMP134 como
templado. Los partidores utilizados para este propésito se indican en la Tabla 2. Los
productos de PCR obtenidos fueron clonados individualmente en el vector pCR2.1-
TOPOQ (Tabla 1) en la cepa E. coli DH5a.. Cada plasmido resultante, incapaz de replicar
en C. pinatubonensis JMP134, después de ser verificado el correcto clonamiento, fue
purificado y electroporado en células de la cepa JMP134 para obtener la interrupcion
de! gen blanco, a través de un evento de recombinacién cromosormal, resultando en la
insercién cromosomal del vector y la generacion de dos copias incompletas del gen
(Figura 4). Las cepas resultantes fueron seleccionadas en agar LB conteniendo
kanamicina. La correcta interrupcién fue corroborada por PCR con parejas de
partidores ubicadas en la parte interna del vector pCR2.1-TOPO y rio abajo o rio arriba

de la region de interés,
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Figura 4. Estrategia de inactivacién de genes cromosomales en C. pinatubonensis.
Representacién esquemética de [a recombinacion entre el fragmento interno del gen de
interés clonado en el vector pCR2.1 y el gen a mutar en el genoma. La confirmacion de la
integracién de pCR2.1 en el genoma se realizé mediante PCR con partidores M13F o
M13R, los cuales tienen sitio de unién dentro del vector, junto a partidores externos al gen
de interés (Fw ext- RV ext).

3’
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2.7. Secuenciacién y analisis de secuencias

2.7.1 Secuenciacion

Para la secuenciacion de los productos de PCR que fueron clonados en el
vector pCR2.1-TOPO TA, se utilizaron los partidores comerciales M13F y M13R

(Macrogen, Macrogen Corporation, Corea).

2.7.2 Analisis de las secuencias de DNA

La busqueda de regiones de similitud en el genoma de C. pinatubonensis JMP134
se realizé mediante el algoritmo de BLAST disponible en la pagina del Joint Genome
Institute accesible en las paginas http://genome.jgipsf.org/raleu/raleu.home.html y
http://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/w/main.cgi. Para comparacion y analisis de secuencias se

utilizo el software Vector NTI8.0.

2.8. Cultivo de A. thaliana.

2.8.1 Tratamiento de semillas

Antes de ser sembradas, las semillas de A. thaliana fueron esterilizadas
superficialmente y estratificadas. El proceso de esterilizacion de semillas consistié en
resuspender aproximadamente 100 mg de semillas en etanol 95 % (Merck, Darmstadt,
Alemania) mediante vortex (Labnet, Labnet Inc, Edison, NJ, USA) durante un minuto.
Posteriormente, las semillas fueron resuspendidas en cloro comercial al 5 % v/v y
agitadas durante 7 min a través de vortex. Cumplido el tiempo, las semillas fueron
lavadas con agua destilada estéril por un minuto en agitacion; este proceso fue
repetido 3 veces. Finalmente, las semillas fueron guardadas en agua destilada estéril a

4°C, en oscuridad, por 48 h para permitir el proceso de estratificacién.
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2.8.2 Obtencion de exudados

Aproximadamente 50 semillas estratificadas fueron sembradas sobre 20 mi de
agar Murashige & Skoog (MS), el cual consiste en 50% p/iv de medio MS
(PhytoTechnology Laboratories, Overland Park ,KS, EE.UU) en agar de alta pureza al
0,8% pfv, suplementado con sacarosa al 1% en placas de Petri de 9 cm de diametro.
Entre 4 a 5 placas fueron incubadas durante 21 dias en una cémara de cultivo de
plantas bajo un sisiema de foto-periodo que consistié en 12 h de luz / 12 h de
oscuridad, a una temperatura promedio de 22°C. Como controt se utilizaron placas de
agar MS sin ser sembradas, las cuales fueron expuestas a las mismas condiciones de
aquellas que contienen plantas.

Una vez finalizado el periodo de incubacién se procedio a moler el agar y retirar
las plantas, con pinzas metalicas. Posteriormente, el agar recuperado fue disuelto en
agua destilada estéril en un volumen equivalente a 10 ml por cada placa, en matraces
de 500 ml. Los matraces fueron sometidos a agitacién orbital por 3 h a 180 rpm y 30
°C para permitir una mejor difusion del agar. Una vez concluido el periodo de agitacion
los volimenes fueron transferidos a tubos Falcon estériles de 50 ml cada uno y
centrifugados (Boeco Germany U-320R), a 8000 rpm durante 15 min. Finalmente los
sobrenadantes fueron filtrados a traves de filtros Millipore de nitrocelulosa (Ballerica,
MA, EE.UU.) de 0,22 um de diametro de poro y aimacenados en tubos Falcon de 50
ml a -20°C. El mismo procedimiento fue utilizado para las placas que contenian

solamente agar MS y que fueron utilizadas como controles (Figura 5).

2.8.3 Colonizacion de A. thaliana.

Una vez estratificadas las semillas se siguid el mismo procedimienio de

sembrado descrito en la seccién 2.8.2. Transcurrido un periodo de 7 dias las plantulas
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de A. thaliana fueron traspasadas a placas de MS 50% p/v en agar de alta pureza al
0,8 % plv, las cuales no fueron suplementadas con sacarosa al 1%.

Las cepas de C. pinatubonensis fueron inoculadas en una solucién de medio
minimo salino Dorn, suplementado con fructosa 10 mM como Unica fuente de carbono
y energia. De acuerdo a la Tabla 1 se adiciond el antibidtico correspondiente en las
cepas requeridas. Una vez alcanzada una O.Dggn= 0,6 las cepas fueron inoculadas
en agar MS, por lo que cada placa cont6 con una concentracion final de 1x10* UFC/m!.

Se tfraspaso un ntimero de 3 plantas por placa, siendo un total de 5 placas por
cada tratamiento. Los controles utilizados correspondieron a placas de MS 50% p/v en

agar de alta pureza al 0,8 % p/v, las que contaban sélo de inéculo bacteriano.

2.8.4 Colonizacion del rizoplano.

Una vez transcurridas [as tres semanas de incubacion, se extrajeron las plantas
a partir de las placas de agar inoculadas con las cepas de C. pinatubonensis. Se lavd
cada planta con 1 ml de MgSO, 10 mM y se sometié a agitacién con vortex durante 1
min. El buffer fue utilizado con el fin de evitar posible muerte celular por parte de las
bacterias durante la agitacion. Este volumen fue utilizado para realizar diluciones
seriadas, las cuales fueron sembradas en placas de medio minimo Dorn, agar ultra
puro 1,5% p/v, suplementado con fructosa 10 mM como tnica fuente de carbono y
energia. Ademas, se adiciond el correspondiente antibidtico para aquellas cepas que

poseen resistencia a un marcador de seleccién en particular. Las UFC/mg planta

fueron determinadas luego de 24 h de incubacién a 30°C.
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2.9 Determinacién de parametros de crecimiento en A. thaliana
Semillas estratificadas de A. thaliana fueron sembradas en medio MS 50% p/v,

agar de alta pureza al 0,8 % p/v, en placas de Petri de @ cm de didmetro durante 7
dias. Aproximadamente 30 plantulas por cada tratamiento fueron traspasadas a placas
(Greiner Bio-one, Kremsmiinter, Austria) de agar MS de similar composicién a las
anteriores, las cuales contaban con indculos de las diferentes cepas de C.
pinatubonensis a una concentracion final de 1x10* UFC/ml. Como control se utilizaron
plantulas sembradas en agar MS sin inoculo bacteriano. Las placas fueron incubadas
en posicion vertical con un grado de inclinacién de 65° grados con respecto al eje
horizontal, durante 21 dfas en una camara de plantas bajo el mismo sistema de foto-

periodo y temperatura descrito en la seccion 2.8.2.

2.9.1. Determinacion de largo de raiz y peso fresco

Se determind la longitud de la raiz primaria de cada planta y para poder
determinar el peso freco, cada planta fue pesada en una balanza analitica Shimadzu

AUX 220.

2.9.2. Determinacion de contenido de clorofila

Se pesaron entre 5 y 10 mg de fejido de hoja, las cuales fueron sumergidas en
800 ul de N,N-9-dimetilformamida e incubadas durante 24 h a 4°C en oscuridad. La
concentracion de clorofila se estimé a partir de la medicién de clorofilas a y b, a dos
longitudes de onda: 647 y 664 nm, en un espectrofotémetro UV/Vis con arreglo de
diodos (G.E. Genequant 1300, Liftle Chaltfont, UK). Con estos resultados se pudo
calcular la cantidad de clorofila por miligramo de tsjido de hoja (Porras y cols, 1989).

En total, hojas de 6 plantas por tratamiento fueron analizadas, y como control se




32

determind la concentracién de clorofila a y b en aquellas plantas que no estuvieron en

contacto con un inoculo bacteriano.

2.10. Analisis estadisticos
Los datos de colonizacion rizosférica y parametros de crecimiento en A. thafiana

fueron analizados a través de las pruebas estadisticas de Leven y Kolgorovov-Srivnov,
para ver homogenidad de varianzas y normalidad, respectivamente. Una vez
cumplidos estos supuestos se realizé una prueba de ANOVA de una via. A aquellos
analisis de varianza que tuvieron diferencias significativas por efecto de los
tratamientos se les aplicd test de Tukey HSD (Honestly Significant Difference; p<0,05);

esta prueba se aplicd para realizar comparaciones entre tratamientos
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RESULTADOS

1.- Inactivacion de los genes pcalH de la ruta del B-cetoadipato y hybB de la ruta del
gentisato, para evaluar la capacidad de C. pinatubonensis JMP134 para crecer en
exudados provenientes de A. thaliana.

Como se sefiald, la cepa C. pinafubonensis JMP134 posee amplias
capacidades catabdlicas, por lo cual es capaz de utilizar una amplia variedad de
compuestos aromaticos comoe Unica fuente de carbono y energia. Dentro de ellos, el 2-
HB y 4-HB, los cuales son catabolizados a través de las rutas del gentisato y B-
cetoadipato, respectivamente, las que canalizan un buen nimerc de compuestos
aromaticos que estan presentes en los exudados de las plantas.

Los genes hybB y pcaH de la cepa C. pinatubonensis JMP134 fueron
inactivados insercionalmente mediante un evento de recombinacién homologa (Louie y
cols, 2002; Ledger y cols, 2006). Esta estrategia consiste en que un fragmento interno
del gen de interés (400 pb aprox.) es clonado en un vector suicida, el cual contiene un
gen que codifica una resistencia a un determinado antibidtico, en este caso Km. Esta
construccion plasmidial es introducida en la cepa receptora final, donde mediante un
evento de recombinacion simple se inserta en el genoma interrumpiendo el gen blanco,
generando 2 copias truncadas de éste (Figura 6a).

De acuerdo a lo descrito anteriormente, se utilizé como vector suicida el
plasmidio pCR. 2.1 TOPO-TA, conteniendo el fragmento interno del gen de interés, el
cual es incapaz de replicar en C. pinatubonensis JMP134. El plasmidio recombinante

se introdujo a C.pinatubonensis JMP134 por electroporacion para la obtencion de

mutantes.
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La obtencién de los mutantes hybB y pcaH tuvo una frecuencia del orden de 107
recombinantes/células totales. El genotipo de las cepas mutanies obtenidas fue
verificado por la amplificacion de los genes interrumpidos mediante PCR a partir de
DNA cromosomal de las colonias seleccionadas. La introduccién del plasmidic suicida
genera 2 copias truncadas del gen determinado, por lo tanto, la amplificacion del gen
con partidores externos a éste no debiera ocurrir, debido al aumento de tamafio. Sin
embargo, al combinar los partidores externos al gen en el cromosoma con partidores
especificos para el vector suicida, es posible obtener una amplificacién que permite
deducir la orientacion del vector inserto. Esto se realizd con los partidores externos:
hybBExtFW y HybBEXtRV (Tabla 2) en el caso del gen hybB, pcaHEXtFW y pcaHExtRv
(Tabla 2) para el gen pcaH, mientras que los partidores especificos para pCR. 2.1
TOPQO-TA correspondieron a M13 Fw y M13 Rv (Figura 4).

Como se observa en la Figura 6b, de los 3 amplificados obtenidos los dos
primeros corresponden a un tamaiio de 1363 pb y 962 pb, respectivamente. Estos
productos se obtuvieron en la cepa mutante en el gen hybB y no asi en la cepa
silvestre de C. pinatubonensis JMP134, al utilizar tanto un partidor externo del gen en
el cromosoma y uno especifico para el plasmidio suicida (combinaciones 1-3 y 2-4,
respectivamente). En cuanto al Gltimo amplificade, de 1658 pb, comresponde al tamatfio
del gen completo en el cromosoma, el cual solo se obtuvo en la cepa silvestre de C.
pinatubonensis y no asi en la cepa mutante hybB. Este Uitimo fragmento se amplificé
utilizando partidores externos al gen en el cromosta (combinacién 1-2).

El mismo procedimiento se realizé para comprobar la insercién homologa para

el recombinante en el gen pcatH con los partidores externos del gen en el cromosoma y

los partidores especificos de pCR. 2.1 TOPO-TA (datos no mostrados). Ademas, se
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determinaron los patrones de PCR-BOX, para chequear que las mutantes obtenidas
corresponden a cepas derivadas de C. pinafubonensis JMP134 y no de alguna ofra
variante génica de esta cepa. Este método se basa en la amplificacién con un Unico
partidor, correspondiente a una secuencia repetitiva en el genoma de Protecbacterias,
lo que permite obtener un patrén de productos amplificados especifico para cada
bacteria al utilizar su genoma como templado. En base a este método, se compararon
los patrones de productos de PCR amplificados de las cepas mutantes obtenidas con
los de la cepa silvestre (Martin & cols, 1992), resultando el patrén esperado (datos no
mostrados).

También se chequeo el fenotipo de cada cepa mutante, mediante la capacidad
de éstas de crecer en compuestos tales como 2,4-D, 3HB y fructosa, las cuales son
utilizadas por la cepa silvestre de JMP134 como fuente de carbono y energia. En el

presente trabajé solo se muestra el grafico correspondiente al crecimiento de dichas

mutantes en fructosa.
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Figura 6. Comprobacién mediante amplificacién por PCR de ia obtencién de la cepa
mutante hybB. a. Esquema de las posiciones donde alinean los partidores utilizados para
el analisis de la cepa C. pinatubonensis JMP134 AhybB, mediante PCR. b, Izquierda:
Resultados de amplificacién con los partidores 1-3, 1-4, 2-3. Carril 1: estandar de DNA 1
kb. Carriles: 2, 5 y 8, cepa JMP134 AhybB. Carriles: 3, 6 y 9, cepa silvestre. Carriles: 4, 7
y 10, controles sin DNA. Derecha: Resultados de amplificacién con los partidores 2-4, 1-2,
3-4. Carril 1: esténdar de DNA 1 kb. Carriles: 2, 5 y 8, cepa JMP134 AhybB. Carriles: 3, 6
y 9, cepa silvestre. Carriles: 4, 7 y 10, controles sin DNA. Se sefialan mediante flachas las
bandas obtenidas para la cepa mutante y la cepa silvestre. Al costado de la figura se
muestra el tamafio esperado en pb. Combinacién de partidores: 1-3: hybBExtFW-M13Fw,
1-4: hybBEXtFW-M13Rv, 2-3.hybBExtRv-M13Fw, 2-4: hybBExtRv-M13Rv,1-2:hybBExtFw-
hybBExtRv y 3-4:M13Fw- M13Rv
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Para evitar una posible reversion de la inactivacién de los genes respectivos,
cada cultivo de las cepas mutantes fue suplementado con Km. Debido al tipo de
mutacion, las cepas obtenidas deberfan ser capaces de crecer en presencia de dicho
antibidtico. Como se observa en la Figura 7, tanto la cepa mutante JMP134AhybB
como la JMP134ApcaH fueron capaces de utilizar fructosa 10 mM como fuente Gnica
de carbono y energia. Ambas cepas mutantes se comportaron de manera similar a la
cepa silvestre, ya que todas las cepas lograron llegar a la fase estacionaria de
crecimiento, una vez transcurridas las 24 h de cultivo.

El gen hybB codifica para la subunidad mayor de una oxigenasa que forma
parte de la enzima multicomponente salicilato-5-hidroxilasa, la cual cataliza el primer
paso en la degradacion de 2-HB, transforméandolo a gentisato, por lo tanto, la cepa
mutante JMP1344hybB es incapaz de utilizar la ruta del gentisato para su crecimiento.
En el caso del gen pcaH, que codifica para la subunidad B de la enzima
protocatecuato-3,4-dioxigenasa, en la cepa mutante JMP134ApcaH se inhibe Ia
utilizacion de protocatecuato, el primer intermediario de la degradacién de 4-HB. Con el
objetivo de verificar estos comportamientos esperados, se crecié a las cepas
JMP134AhybB y JMP134ApcaH en 2-HB y 4-HB, respectivamente (Figura 8). Los
resultados muestran una inhibicién del crecimiento de dichas cepas en estas fuentes

de carbono, en comparacion con la cepa silvestre JMP134.
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Figura 7. Crecimiento de las cepas mutantes JMP134AhybB y JMP134ApcaH en
fructosa 10 mM. Los graficos ademas muestran el comportamiento de la cepa silvestre
JMP134 bajo fas mismas condiciones de medio minimo y fuente de carbono a 30°C,
con agitacion continua durante 24 hrs. Las curvas son representativas de tres
experimentos independientes. Desviacion estandar menor al 5%.
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Figura 8. Crecimiento en 2-HB y 4-HB. (a) Crecimiento cepas JMP134 vy
JMP134AhybB en 2-HB. (b) Crecimiento cepas JMP134 y JMP134ApcaH en 4-HB. Las
condiciones de los cultivos fue de 30°C con agitacién continua durante 24 hrs. Las
curvas son representativas de tres experimentos independientes. Desviacién estandar
menor al 5%.
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Para poder establecer el papel del catabolismo de compuestos aromaticos en la
utilizaciéon de exudados de plantas como fuente de carbono y energia, se comparé el
crecimiento de la cepa JMP134 con las cepas mutantes hybB y pcaiH. Debido a la
redundancia génica que presentan ciertas funciones catabdlicas en la via del B-
cetoadipato, también se compard una friple mutante en una succinil CoA transferasa,
JMP134-BCA, obtenida mediante la inactivacién de los genes pcalJ, mmiFG y scoAB
(Ledger y cols, 2012). Esta cepa es completamente incapaz de crecer en 4-HB, entre
otros compuestos (Ledger y cols, 2012). En esta parte del estudio iambién se compard
el crecimiento en la cepa JMP222, una derivada de JMP134 que no posee el
megaplasmidio ni el plasmidio catabélico pJP4 (Don y cols, 1985).

La determinacion de la utilizacién de exudados provenientes de las raices de A.
thaliana como Unica fuente de carbono, se efectué en medio minimo Do
suplementado con diferentes proporciones de exudados recolectados como se sefiala
en Métodos, seccion 2.1.4. y 2.8.2, in vitro. Transcurridas 24 h, se observo que C.
pinatubonensis JMP134 fue capaz de crecer en cada una de las proporciones de
exudados probadas (Figura 9). Las mutantes simples JMP1344hybB, JMP1344pcaH,
ast como la cepa derivada JMP222, presentaron un crecimiento similar al de la cepa
silvestre. La utilizacion de componentes de los exudados se comprueba por la
tendencia lineal en la produccién de biomasa a concentraciones crecientes de
exudados (Figura 9). En contraste, al inactivar los genes que codifican para las tres
versiones de la succinil-CoA transferasa, se pudo observar una reduccioén significativa
en la biomasa producida, en todas las concentraciones de exudados, respecto a Ia
cepa silvestre (Figura 9). La diferencia entre la biomasa producida en las diferentes

concentraciones por la friple mutante en comparaciéon con la cepa silvestre se ve
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aumentada a las 48 h. Salvo la triple mutante y la variante genémica JMP222, todas las
ofras cepas mostraron un decrecimiento significativo de la biomasa a la mayor
concentracion de exudados (Figura 9), indicando un efecto diferencial de componentes
inhibitorios, originalmente presentes en los exudados o producidos durante el

crecimiento.
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Figura 9. Curvas de rendimiento (produccién de biomasa) de C. pinatubonensis JMP134 y
sus mutantes catabdlicas en diferentes diluciones de exudados de A. thaliana, a las 24 h
(a) 0 48 h (b) de cultivo. Medio minimo salino fue suplementado con diferentes
proporciones (0.05 a 0.2) de exudado proveniente de raices de A. thaliana, los cuales
fueron inoculados con las cepas: JMP134 (rombos negros), las mutantes simples: hybB
(cuadrados negros) y pcat (tridngulos negros), la cepa triple mutante JMP134-BCA
(triangulos blancos) y la cepa JMP222 (asteriscos), la cual no posee el plasmidio
catabdlico (pJP4) ni el megaplasmidio. Como control, la cepa JMP134 fue crecida con
diferentes proporciones de medio minimo suplementado con MS, que no tuvo contacto con
plantas. La O.Dgoonm fue registrada en fase estacionaria (24 o 48 h). Las curvas que se
muestran son representativas de tres experimentos independientes. La desviacion
estandar fue menor al 5%.
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2.-Evaluar la capacidad de las mutantes y de una variante genémica de la cepa
JMP134 para colonizar la rizésfera de A. thaliana®.
Una interaccion significativa entre C.. pinatubonensis y A. thaliana requiere que

la poblacién bacteriana esté en contacto con la superficie de las raices. Por ello se
determind si existian diferencias en la capacidad de colonizacién de las cepas
mutantes con respecto a la cepa silvestre en presencia de las raices de las plantas, en
un sistema de cultivo gnotobiotico. Luego de 3 semanas de incubacion se midio las
UFC/mg planta siendo los valores de 8,8 + 0,2 log UFC/mg planta para la cepa silvestre
y 8,6 £ 0,2 log UFC/mg planta para ia variante JMP222. En el caso de ias mutantes
simples pcaH y hybB, los valores fueron 8,1 0,2 log UFC/mg planta y 7,4 + 0,2 log
UFC/mg planta, respectivamente. En cuanto a la triple mutante JMP134-BCA, este
valor fue de 7,1 + 0,2 log UFC/mg planta (Figura 10). Solo esta tltima cepa present6
una disminucién significativa en la colonizacién rizosférica (ANOVA de una via, Fj112=

7.19 ; test de Tukey HSD p=0.000012), respecto a la cepa silvestre.
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Figura 10. Colonizacién rizosférica A. thaliana por C. pinatubonensis JMP134 y cepas
derivadas. Comparacién de la capacidad de colonizaciéon de diferentes cepas con
respecto a la cepa silvestre JMP134. Luego de 3 semanas de incubacion se recuperd
agar del medio gnotobittico que estuvo en contacto directo con las plantas, a partir del
cual se determiné las unidades formadoras de colonia (UFC/ml). Las letras a y b,
sefalan diferencias estadisticamente significativas entre grupos (ANOVA de una via,

test de Tukey HSD p<0.05).
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3.- Efectos de la colonizacion de JMP134 y sus cepas mutantes en el crecimiento de A.
thaliana
C. pinatubonensis JMP134 es capaz de colonizar tanto la rizésfera como la

endorizésfera de A. thaliana (Ledger y cols,2012). Por ello, al menos en un cuitivo
gnotobiotico, la presencia de la cepa desde el periodo de germinacién hasta un estadio
adulto, puede generar cambios en el crecimiento y desarrollo. Estos cambios se
pueden reflejar en parametros tales como peso fresco, largo de raiz y cantidad de
clorofila contenida en el tejido de las hojas de Ia planta.

Por eso, el dltimo objetivo de este Seminario de Tesis fue estudiar el posible
cambio en algunos parametros de crecimiento de A. thaliana luego de 4 semanas de
cultivo. Un total de 96 plantas por tratamiento fueron analizadas (3 réplicas con 32
plantas por cada tratamiento). Como se observa en la Figura 112, la inoculacién con la
cepa JMP134 no afecté significativamente el peso fresco de las plantas de A. thaliana
con respecto a las plantas no inoculadas (valor control: §5.1 mg en promedio) , aunque
la tendencia observada pareciera sugerir una disminucién de dicho parametro en
presencia de la bacteria. En cuanto a las derivadas de la cepa silvestre, se observé
una disminucién significativa del peso fresco en presencia de las cepas hybB y
JMP222, con respecto a las plantas no inoculadas. En el caso de la cepa JMP134-
BCA, ésta no presenté diferencias tanto con el tratamiento control, como con la cepa
silvestre. En tanto la cepa mutante pcaH no produjo una disminucion scbre el peso
fresco de las plantas de A. thafiana, en comparacion al tratamiento control, por el
contrario, se observé una diferencia significativa (Figura 11a), respecto a las plantas
que estuvieron en contacto con la cepa JMP134 y las derivadas hybB, JMP134-BCA y
JMP222 (ANOVA de una via, Fg307= 6.78; test de Tukey HSD p=0.00001).
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La longitud de la raiz primaria de A. thaliana fue otro parametro que se midié
para evaluar el efecto de la presencia de C. pinatubonensis JMP134 y sus cepas
mutantes. En este caso, la cepa silvestre produjo una disminucidn significativa en el
largo de la raiz primaria, respecto al control (10,9 cm en promedio) (Figura 11b). Esta
cepa no solamente presentd una disminucién significativa con respecto al control, si no
también respecto a las cepas derivadas pcaH y JMP222. La inoculacién con las otras
cepas mostré algunas diferencias entre ellas, pero ninguna tendencia clara (ANOVA de
una vfa, Fg 307 = 7,08; test de Tukey HSD p= 0.00001). Finalmente, al determinar la
cantidad de clorofiia contenida en el tejido de A. thaliana, no se observd diferencia
entre las inoculaciones con las distintas cepas, respecto al control no inoculado

(valor control: 1.3 cl/fmg de tejido, en promedio) (Figura 11c).
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Figura 11. Efecto en el peso fresco, longitud de las raices y contenido de clorofila en
plantas de A. thaliana inoculadas con C. pinatubonensis JMP134 y sus derivadas. (a) Peso
fresco (b) Longitud de raiz. {c) Contenido de clorofila. Control: plantas de A.thaliana no
inoculadas. Letras a, by c, sefialan diferencias estadisticamente significativas entre grupos’
(ANOVA de una via, test de Tukey HSD p<0.05).




DISCUSION

Poco se sabe hasta el dia de hoy respecto a Ia interaccién entre plantas con bacterias
que aparentemente son capaces de colonizar la rizosfera o tejidos de la planta sin
generar algun tipo de beneficio directo, como la promocién de crecimiento, o de
producir enfermedades en la planta (fitopatégenocs), bajo condiciones habituales de
crecimiento. Esta aparente interaccion de “comensalismo” por parte de estas bacterias,
estaria dada por las condiciones ambientales en las cuales se encuentran. Es decir,
frente a posibles factores de stress, la planta podria verse beneficiada por la presencia
de dichos microorganismos. Cabe suponer que estas interacciones se iniciarian con el
reconocimiento de ciertas moléculas liberadas por la planta, las cuales pueden ser
desde quimioatractantes hasta fuentes de carbono para las bacterias (Lugtenberg v
cols, 2009). A pesar que los exudados de las plantas contienen una proporcion
considerable de compuestos aromaticos, los que podrian ser asimilados por bacterias
rizosféricas, muy poco se ha explorado respecio al posible papel de dichos
compuestos aromaticos en establecer una interaccion de la planta con
microorganismos que son capaces de catabolizar dichos compuestos.

Por ello, en este Seminario de Titulo se emprendié el estudio de este tipo de
fenémeno usando un sistema gnotobidtico compuesto de A. thaliana (una planta
modelo) y la bacteria C. pinatubonensis (un modelo bacteriano de degradacion de
compuestos aromaticos). Los resultados de este trabajo sefialan que la bacteria
silvestre y las cepas derivadas ensayadas son capaces de colonizar rizosféricamente
la planta, usar los exudados de la rafz y generar, en algunos casos, algin efecto en

parametros de crecimiento de la planta, revelando asi que la neutralidad no

necesariamente es tal (Figura 12).
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Varias bacterias, como C. pinatubonensis JMP134, tienen alrededor del 5% de!
total de sus genes relacionados con el metabolismo de compuestos aromaticos.
(Pérez-Pantoja y cols, 2011). Entre esos compuestos, un numero significativo ha sido
descrito como parte de la composicién de exudados (Bertin y cols, 2003; Walker y
cols, 2003; Bais y cols, 2004). Lo anterior lleva a sugerir que estas
bacterias serian capaces de usar al menos parte de los componentes de los exudados
como fuente de carbono y energia (lo que resulté corroborado por los resultados de
este trabajo, Figura 9) y que, por ello, los exudados podrian inducir la expresion de
genes del catabolismo de compuestos aromaticos. Resultados preliminares de PCR en
tiempo real, obtenidos recientemente en el laboratorio donde se efectud este trabajo,
han mostrado que transcurridos 30 min de exposicion a diferentes proporciones de
exudados, se pudo apreciar un aumento significativo en los niveles de expresién de
pcaH y una posible dependencia respecte a la cantidad de exudado usado (datos no
mostrados). Lo anterior se sustenta con el aumento reportado de niveles de expresion
del gen pcaH de Pseudomonas aeruginosa PAO1, en presencia de exudados
provenientes de Befa vulgaris (remolacha) (Mark y cols, 2005). Sin embargo, los
niveles transcripcionales pueden resuitar mas complejos de analizar ya que un gen de
la misma ruta en C. pinatubonensis, pcalJ, no mostré cambios de expresién, lo que
puede deberse a expresién constitutiva o a redundancia génica funcional (Pérez-
Pantoja y cols, 2009; 2012; Ledger y cols, 2012), dada la complejidad de componentes
de los exudados de plantas.

Por ello, que el gen hybB, el cual codifica para la subunidad mayor de una
enzima multi componente denominada salicilato-5-hidroxilasa, no haya mostrado
cambios en su expresion, medidos por PCR en tiempo real (datos no mostrados), no

descarta la posibilidad que se exprese y sea funcional durante la interaccién entre C.
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pinatubonensis y A. thaliana, debido a que A.thaliana en presencia de la cepa mutante
JMP134AhybB presenta una disminucién en el peso fresco (Figura 11a). El interés en
este gen recae en que se ha descrito la presencia de metilsalicilato y acido salicilico en
exudados provenientes de las raices de A. thaliana (Walker y cols, 2003). El analisis
transcripcional global usando técnicas de secuenciacidn masiva puede arrojar
interesantes resultados y forma parte del trabajo actual del laboratorio donde se
efectud este Seminario de Titulo.

En relacion con la utilizacion misma de los exudados como Unica fuente de
carbono y energia, solo la triple mutante JMP-BCA, mutante en un paso clave de la
ruta del B-cetoadipato, presenté una disminucion considerable en la produccién de
biomasa, lo que no solo se observé en este trabajo con A. thaliana, si no también en
A. caven (Ledger y cols, 2012). El marcado efecto de esta triple mutante podria
deberse a que la succinilCoA transferasa no solo esta involucrada en la degradacion
de compuestos aromaticos tales como p-cumarato, 4-HB, benzoato y otros (Pérez-
Pantoja y cols, 2008), si no que también, dado que este podria ser un paso enzimatico
relevante para la canalizacion de succinato y otros &cidos organicos, en la
metabolizacion de este tipo de acidos que podrian estar presentes en los exudados
provenientes de las raices de A. thaliana (Figura 12). Es relevante destacar que C.
pinatubonensis posee muy limitadas capacidades para degradar aztcares, ya que solo
es capaz de degradar fructosa y glucanato (Lykidis y cols, 2010), lo que disminuye
fuertemente las capacidades de esta bacteria para competir con otras bacterias, en la
utilizacidén de componentes del tipo carbohidrato presentes en los exudados. También

es posible proponer que la triple mutante resulta menos eficiente en generar biomasa




al crecer en exudados, porque no puede metabolizar componentes inhibitorios
presentes en los exudados, como se discute a continuacion.

En especial a las 48 h de cultivo, se pudo apreciar una disminucién en Ia
generacion de biomasa, en cuitivos hechos a altas proporciones de exudados, con la
cepa silvestre y las mutantes simples JMP134AhybB y JMP134ApcaH, lo que también
ha sido observado con la cepa silvestre en A. caven (A. Zufiiga., datos no publicados).
Este fenomeno podria relacionarse con la presencia en el exudado de compuestos
que pueden generar toxicidad para las cepas y que se manifiesta mas claramente a
mayores concentraciones.Estos componentes toxicos podrfan estar presentes
originalmente en el exudado o ser producidos por la propia metabolizacién bacteriana
de componentes “pre-tdxicos” de los exudados (Figura 12). Dentro de los posibles
compuestos toxicos, se sabe que el aumento de la degradacién de clorofenoles puede
generar una intoxicacién en la cepa debido a la acumulacién de clorocatecoles,
intermediarios altamente téxicos ya que pueden producir dafio oxidativo en
membranas y proteinas (Ledger y cols, 2008). Ofros ejemplos son: el benzoato,
compuesto que se ha visto presente en exudados provenientes de plantas, cuyo
catabolismo incompleto genera protoanemonina, compuesto con actividad
antimicrobiana (Skyba y cols. 2002) y el PCA, compuesto que es intermediario de la
ruta del p-cetoadipato, cuya acumulacién en concentraciones elevadas puede causar
toxicidad a la bacteria (Perez-Pantoja y cols, 2008).

En este contexto, se observé dos comportamientos distintos a lo detectado en
la cepa silvestre. En el caso de la mutante simple JMP134AhybB, se determind que a

todas las concentraciones de exudados usadas, esta mutante generd mas biomasa

que la cepa silvestre (Figura 9). Esto podria explicarse porque esta mutante, al no
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expresar la ruta del gentisato, dejara de metabolizar componentes “pretéxicos”, y de
este modo no producir intermediarios téxicos que inhiban el crecimiento de la bacteria.
Alternativamente, es posible concebir que esta cepa, al no poder metabolizar
compuestos a través de la ruta del gentisato, deja disponible algunos de esos
compuestos que pueden ser metabolizados por rutas mas eficientes desde el punto de
vista energético y de conversién en biomasa. El ofro caso es el de la cepa JMP222, la
que parece no verse afectada en su capacidad para crecer a concentraciones altas del
exudado (Figura 9). Se puede especular que la carencia de varias rutas degradativas,
impide o minimiza la capacidad para generar metabolitos toxicos. Un ejemplo evidente
viene dado por la carencia de la ruta de degradacién de cloroaromaticos, conocida por
ila formacion de compuestos téxicos como clorofenoles y clorocatecoles (Pérez-
Pantoja y cols, 2003, Ledger y cols, 2008).

El estudio de los niveles de colonizacién rizosférica no arrojé informacion
sustantiva, ya que todas las variantes de la cepa JMP134 alcanzaron niveles
poblacionales en el equilibrio, similares entre si (Figura 12). Entre ellas, la que mostré
un menor valor fue la triple mutante, lo que podria explicarse por su menor capacidad
relativa para usar componentes de los exudados. Tampoco parecen tener un efecto
mayor los genes codificados en el megaplasmidio y el plasmidic (Pérez-Pantoja y cols,
2008; Lykidis y cols, 2010), ya que la cepa JMP22 no mosird diferencias en la
colonizaciéon rizosférica de A. thaliana. Resultados obtenidos con experimentos
similares hechos con la cepa JMP289, la que solo carece del plasmidio pJP4, apuntan
al mismo fendmeno (datos no mostrados). En conjunto, estos resultados sefialan que
la determinacién de la capacidad rizosférica es una medida muy gruesa, como el
crecimiento en los exudados, que no permite visualizar posibles efectos de los genes

de rutas del catabolismo de compuestos aromaticos en la interaccion planta-bacteria, at
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menos en condiciones de cultivo gnotobidtico. En este contexto, experimentos de
colonizacion rizosférica hechos en cultivos de A. caven creciendo en microcosmos de
suelo, si revelan diferencias en la sobrevida de algunos de estos mutantes,
especialmente en ausencia de planta donde se ha observado un detrimento en la
supervivencia de la bacterias a lo largo del tiempo (Ledger y cols, 2012).

Finalmente, el analisis del efecto de la presencia de la cepa JMP134 y sus
variantes en algunos de los parametros de crecimiento de la planta, mostré una leve
tendencia detrimental, aunque no siempre estadisticamente significativa, en especial el
peso fresco y la longitud del largo de la raiz principal (Figura 11). La excepcién a esta
tendencia fue la cepa mutante pcaH. Se podria especular que la incapacidad de esta
cepa para metabolizar algunos precursores hidroxicinamicos de la biosintesis de
lignina, como el cumarato (Boerjan y cols, 2003; Pérez-Pantoja y cols, 2008), un
componente clave de la pared celular, podria resultar beneficiosa para la planta y asf
compensar el leve efecto detrimental que muestran las otras variantes de la cepa,
incluyendo [a cepa silvestre (Figura 12).

Esta suerte de mecanismo “compensatorioc” podria explicar fambién lo
observado con la cepa JMP222, aunque esta vez solo en la longitud del largo de la raiz
principal. Sin embargo, la naturaleza de la eventual causa de un mecanismo
compensatorio es menos clara, dado el gran nimero (més de 700) de genes que esta
variante no tiene, la gran mayoria de ellos de funcidn desconocida (Pérez-Pantoja y

cols, 2008; Lykidis y cols, 2010).
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PROYECCIONES

A partir de este trabajo se pueden plantear diferentes aristas a explorar en
cuanto a la interaccion planta- bacteria. El hecho de que bacterias comensales, no
presumiblemente neutras, que bajo determinadas condiciones ambientales, podrian ser
miembros relevantes en la comunidades rizosféricas, lo que requiere mas estudios.

Por ofro lado, el papel de la degradacion de compuestos arométicos en
interaccion microrganismo-planta puede ser mas complejo que la mera utilizacion de
estos compuestos como fuente de carbono y energia:"pretoxicos”, detoxificacion,
desvios metabdlicos, regulacion del nivel de sefiales moleculares de las plantas y de
otras bacterias.

Por cierto, evaluar estos efectos en sistemas de mayor complejidad como
serian microcosmos, planta-suelo. Asi como considerar estudiar otras especies
vegetales dentro de la interaccion planta-bacteria. Finalmente estudiar si hay efectos

en [a interaccidn enddfitica y epifitica.
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CONCLUSIONES

> La ruta de degradacion de compuestos aromaticos a través del intermediario B-
cetoadipato en C. pinatubonensis esta implicada en el uso como fuente de carbono
y energia del al menos una fraccidn de los componentes de los exudados

provenientes de A. thaliana.

> \Variaciones genéticas en las capacidades para degradar compuestos aromaéticos
en C. pinatubonensis tienen efectos menores en la capacidad de la bacteria para

colonizar rizosféricamente a A. thaliana.

> En general, la colonizacion rizosférica de C. pinatubonensis JMP134 y sus

derivados produce un leve detrimento en el crecimiento de A. thaliana.
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