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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  estas,  se

destaca Cuprr.av/.drs p/.nafubonens7.s JMP134, Ia cual cuenta con 11  de las 12 rutas de

degradaci6n de compuestos aromaticos descritas hasta ahora en  Proteobacterias, por

ello,  siendo  capaz  de  degradar diversos  compuestos fen6licos  tales  como  cinamato,

salicilato o benzoato.  Estos compuestos son canalizados desde rutas perifericas a las

rutas principales de degradaci6n,  en este caso a la ruta del P-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  degradaci6n  son  capaces  de

ingresar  al  ciclo  de  Krebs,  por  lo  que  se  ha  propuesto  que  dichas  rutas  catab6licas

podrian ser relevantes en la colonizaci6n de plantas.

Este  Seminario   de  Titulo   se   centra   en   estudiar  el   papel   de  las  funciones

catab6licas    involucradas    en    la    degradaci6n    de    compuestos    aromaticos    en    la

interacci6n planta-bacteria,  utilizando Arab/.days/.s Aha//.ana -C. p/.nafubonensi-s JMP134

como  sistema  modelo.   Se  estudi6  la  colonizaci6n  rizosferica,   el  crecimiento  de  la

bacteria en exudados de raiz,  como  tlnica fuente de carbono y energia;  asi como los

posibles  efectos  en  el  crecimiento  de A.  fha//.ana.  E§tos  pafametros  se  analizaron  en

cepas mutantes de las rutas catab6licas del a-cetoadipato y gentisato, y en la variante

gen6mica JMP222, carente de un megaplasmido y el plasmido catab6lico pJP4.

Se  observ6  que  la  cepa  JMP134-BCA  present6   una  menor  capacidad  de

colonizaci6n,  asi como  un  menor crecimiento  en  los  exudados  de  raiz de A.  fha//.ana,
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en comparaci6n con la cepa silvestre.  En cuanto a efectos en la planta, se observaron

diferencias   §ignificativas   para   las   cepas   JMP134,   JMP134AdybB,   JMP134-BCA   y

JMP222  en  los  diferentes    parametros  medidos,  en  comparaci6n  a  aquellas  plantas

que  no  estuvieron  en  contacto  con  in6culo  bacteriano.  Estos  resultados  indican  que

funciones   del   catabolismo   de   compuestos   aromaticos   son   importantes   para   la

colonizaci6n   eficiente   de  A.   fha//.ana,   incluyendo   el   u§o   de   componentes   de   sus

exudados de raiz y que esto puede afectar ciertos estados fisol6gicos de la planta.
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ABSTRACT

Soil  bacteria  densely  colonize  the  rhizo§phere  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  Cupn.av/.due pi.nafubonemsi.s 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  P-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  Arabi.dapsj.s  fha/i.ana  -  Cupn.avt.dtis

p/.nafubonensi.s JMP134  as  model  system.  Root  colonization;  bacterial  growth  on  root

exudates,   and   possible   effects   on   growth   of   A.   £ha/t.ana,   were   studied.   These

parameters  were   assayed   for  P-ketoadipate   and   gentisate  pathway  mutant   strain

derivatives   of   C.   p/.nafubonens/.s   JMP134,   and   the   megaplasmid   free   derivative

JMP222.   A  triple   a-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.  tha//.ana  root

exudates.  JMP134,  JMP134AtrybB,  JMP134-BCA  and  JMP222  strains  showed  also
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different effects  on  some A.  aha//.ana growth  parameters with  respect to the wild type

strain. These results indicate that catabolic functions of the P-ketoadipate and gentisate

pathways  play a  role  in  efficient colonization  of A.  tha//.ana,  including  use  of plant root

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

1. ANTECEDENTES GENERALES

En   1904,   Lorenz  Hiltner  plante6  por  primera  vez  el  concepto  de   riz6sfera,

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 desarrollo

de   diferentes   comunidades   bacterianas,   asi   como   la   interacci6n   entre   distintas

especies de planta y la interacci6n entre diferentes especies de microorganismos. Todo

esto  a  traves     de  mol6culas  sefializadoras  que  forman   parte  de  rutas  complejas

(Hiltner,1904;  Hartmann y cols, 2008).

La  riz6sfera  puede  ser descrita  coma  el  area  radial  y  longitudinal  que  rodea  a

las raices de las plantas, en la cual son absorbidos los nutrientes y el agua por parfe de

la  planta,  y  ademas  ocurre  la  secreci6n  de  exudados  y  el  consiguiente  crecimiento

microbiano   (Uren,   2000).   Es  decir,   ocurren   una   serie   de   procesos   biol6gicos     y

ecol6gicos  complejos..  En  los  ciiales,  Ios  microorganismos  en  particular,  son  capaces

de  utilizar los compuestos provenientes de los exudados de  las rafces de las plantas

como sustratos de crecimiento, aumentando considerablemente la biomasa microbiana

y actividad  alrededor de las raices,  lo que se conoce como efecto rizosferico.  Esto se

debe a que los microorganismos del suelo generalmente deben competir por nutrientes

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

debido a la escasez y amplia distribuci6n de 6§tos.  Por ende la actividad microbiana en

el suelo es altamente influenciada par los exudados de las raices (Bais y cols, 2006).



Este  alto  grado  de  influencia  par parte  de  las  rafces  de  las  plantas  sobre  la

poblaci6n de organismos que  las  rodean,  se debe a  la rizodeposici6n de metabolitos

que contienen carbono desde las raices al suelo. Se estima que alrededor del 40 % del

carbono que es fijado a traves del proceso de fotosintesis, es secretado en la riz6sfera,

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   iones,   agua,   oxigeno   libre,   aztlcares   simples   (tales   como

arabinosa,    fructosa,    glucosa,    maltosa,    manosa    y    oligosacaridos),    aminoacidos

(arginina,  a§paragina,  aspartico,  cisteina,  cistina,  glutamina),  acidos  organicos  (acidos

ac6tico,    asc6rbico,    benzoico,   ferf[lico   y   malico),    compuestos   fen6Iicos   y   otros

metabolitos  secundarios  que  aportan  diversidad  a  los  exudados.  Algunos  de  estos

compuestos,   en   especial   los  fen6licos,   influyen  en   el   crecimiento  y  desarrollo  de

plantas  y  microorganismos  circundantes.  Por su  parfe,  los  compuestos  de  alto  peso

mo[ecu[ar, tales como:  muci[ago (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,  2006).  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 compue§tos,  la planta seria capaz de determinar

la   poblaci6n   de   microorganismos  que  se  encuentra   en   su   rizosfera  y  por  ende



obtendria las condiciones mss favorables para la planta  (Bais y cols,  2004;  Broeckling

y cols, 2008; Houlden y cols, 2008).

A  partir  del  reconomiento  de  los  microorganismos  por  parte  de  la  planta,  se

pueden  establecer  basicamente  tres  tipos  de  interacci6n:   simbi6tica,   patog6nica  y

asociativa (Pt]lher y cols„ 2004). La primera se caracteriza por la formaci6n de n6dulos

en  las  ralces  de  las  plantas,  los  cuales  son  colonizados  por  microsimbiontes.  Como

resultado,   6stos  son  capaces  de  fijar  el  nitr6geno  atmosferico  y  entregarlo  como

sustrato  a  la  planta.   La  interacci6n  mss  comt]n  de  este  tipo  es  la  de  los  generos

Rhizobium y  Bradyrhizobium, ambos perteneofentes al orclen Rhizobiales,  con plarifas

leguminosas,    siendo    un    conocido    ejemplo    la   interacci6n    entre   Bradywh/.zoo/.urn

/.apon/.oum  y  el  poroto  de  soya  (G/yc/.ne  max)  (Sk6t  y  Egsgaard,  1984;  Poole  y  cols,

1994).

En cuanto a las interacciones con microorganismos pat6genos, 6stas suelen ser

mss   diversas.   Las   e§pecies   de   bacterias   pat6genas   han   desarrolado   m6todos

especificos de ataque a las celulas vegetales y son  capaces de utilizar las sustancias

producidas por la planta para su crecimiento. Se han descrito fitopat6genos en gen6ros

como.. Pseudomonas, Ralstonia, Xanthomonas y Xylella , eritre muchos otros (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  pat6geno-planta.  La  expresi6n  de  estos  genes  estaria  relacionada  con

mecanismos  de  adherencia,  producci6n  de fitotoxinas,  resistencia  a  stress  oxidativo,

degradaci6n  de  la  pared  celular vegetal  y de  hormonas  producidas  por la  planta,  asi

como  la  produci6n  e  inyecci6n  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 (Pdlher y cols, 2004).
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Dentro  de  las  bacterias  asociativas,  se  destacan  las  rizobacterias  promotoras

de  crecimiento  vegetal  (PGPR),   las  cuales  se  caracterizan  por  su   habilidad  para

colonizar  las  rafoes  de  las  plantas  sin  cau§ar  enfermedad  y  a  la  vez  otorgando  un

beneficio  a  la  planta.  Estos  beneficios  podrian  ser la  producci6n  de  estimuladores  de

crecimiento  o  un  efecto  protector  al  suprimir  posibles  pat6genos.     Dentro  de  esta§

bacten.as se bueden  destacar Pserdomonas WL/orescens   Pfo-1  y SBW25,  las  cuales

son   capaces   de  promover  el   crecimiento  de   las   plantas.   Otro   ejemplo   es  el   de

Buckfro/den.a   phyfoffm7ans   PsJN,   la   que   es   capaz   de   colonizar   y   promover   el

crecimiento en las raices de A///.urn cepa   (cebolla) (Sessitsch y cols., 2005) y asi como

generar  efectos  protectores  en  V/.I/.s  v/.r}/.fera  (uva  del  vino),  en  cultivos  sometidos  a

bajas temperaturas (Fernandez y cols., 2012), mediante la modulaci6n del metabolismo

de carbohidratos,

Salvo  algunas  cepas  del  genero  Baci.//us  (ver  como  ejemplo,  Francis  y  cols,

2010),  la  gran  mayoria  de  las  PGPR son  Gram-negativas,  y  una fracci6n  significativa

pertenece al orden Burkholderiales, tales coma 8.  phytofirmans PsJN.  Burkholderiales

es    el    segundo    orden     de     proteobacterias     mss    representado    despu6s    de

Enferobacferi.a/es   en   la   base   de   datos   de   genomas.   Analisis   gen6mjcos   han

demostrado  que  este  orden  tiene  amplios  potenciales  catab6licos  (Perez-Pantoja  y

cols,   2012),   codificando   la   mayoria   de   las   rutas   centrales   de   muptura   del   anillo

aromatico asi como rutas catab6licas  perifericas,  a traves de las cuales se permite la

entrada de  mas de  100 compuestos aromaticos a  las  rutas de degradaci6n  centrales

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



Asi,  estas  rutas  perifericas  son  capaces  de  transformar  una  amplia  gama  de

compuestos aromaticos en un grupo  mss reducido de intermediarios que ingresan a la

ruta de ruptura del anillo aromatico y posteriormente al ciclo de Krebs (P6rez-Pantoja y

cols,  2012).  Generalmente  estas  reacci6nes  pen.fericas  consisten  en  la  activaci6n  del

anillo  aromatico  mediante  oxigenasas   y/o  ligasas  CoA,  generando  intermediarios di o

trihidroxilados y/o intermediarios CoA, desaromatizados  (Perez-Pantoj.a y cols,  2010a).

En  total,   el  grupo  de   oxigenasas   implicadas  en   la  activaci6n  y  ruptura  del  anillo

aromatico  es  amplio y filogen6ticamente diverso,  incluyendo  varias familias  diferentes

que han sido recientemente recopilados y analizados en estudios filogeneticos (P6rez-

Pantoja  y  cols,  2010b).   En  relaci6n  a  la  cantidad  de  oxigenasas  presentes  en  el

genoma y el tamafio de 6ste en Bur*ho/den.a/es,  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 aromatico§ tiene mayor relevancia en el metabolismo en BuckAo/den.a/es,

a medida que §us genomas aumentan (Perez-Pantoja y cols., 2012).

Lo   anterior   se   hace   mss   interesante,   cuando   se   tiene   en   cuenta   que

Bur*hofden.a/es no solo comprende a la familia de las Buwhfro/der/.aceae, sino tambi6n a

Oxa/obaoferaceae,  A/ca//.genaceae y  Comamonadaceae,  las  cuales  incluyen  aerobios

estrictos  y  anaerobios  facultativos,  asi  como  quimiorgan6trofos  tanto  estrictos  como

facultativos,  organismos  fijadores  de  nitrogeno,  inclusive  microorganismos  pat6genos

en animales,  humanos y plantas (Garrity y cols, 2005).  Por lo tanto,  constituye un linaje

diverso en terminos fenotrpicos, metab6licos y ecol6gicos (P6rez-Pantoja y cols, 2012).

Dentro de la familia Bunkho/der7.aceae se han descrito miembros capaces de asociarse

a  plarifas,  perteneciier\tes  a  los  geneTos  Burkholderia,  Ralstonia  y  Cupriavl.dus.  En

Bunkho/der/.a hay tanto  especies  pat6genas  como  promotoras de crecimiento vegetal,



tales coma 8. g/adi.o//. que produce lesiones tanto en hojas como en el tallo de diversas

plantas  (Maeda  y  cols,  2006),   asi  como   la  ya  mencionada  8.  phy{o#rmans  y  8.

phymafum,  la  cual  se  caracteriza  por ser  biofertilizante  y tener la  capacidad  de fijar

nitr6geno  como  anaerobio  estricto  en  Phaseo/us  VI//gan.s  (frijol).  Cepas  del  g6nero

Ra/sfon/.a  producen  diversos  tipos  de  efectos  en  sus  hospederos,  entre  los  que  se

puede   destacar   a   R.   so/anacearum   que   produce   enfermedades   en   cLIltivos   de

importancia   como   So/anum  /ycapers/-own   (tomate)   ITans-Kersten   y   cols,   2001)   y

So/arwm ft/berosum (papa)  (van  Elsas y cols,  2000).  En  Cupri.av/.due, se conoce a C.

fa/.wanens/.s  capaz  de  fijar  nitr6geno  como  simbionte  en  M/.mosa  pud/.ca  (Amadou  y

cols., 2008).

Al  genero  Cupr/.av/.drs tambi6n  pertenece  C.  p/.nafubonensf.s  (Ex  C.  necatoo

JMP134  (pJP4),  bacten.a  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   metab6Iica,   que   le   permite   utilizar  mss  de   cincuenta

compuesto§ aromaticos como fuente tlnica de carbono y energfa (P6rez-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 (P6rez-Pantoja y cols,

2008),  lo que la hace un  buen modelo de estudio para la degradaci6n de este tipo de

compuestos.

C.  pi.naftibanens/.s JMP134  posee  un  genoma  multipartito,  el  cual  consta  de  4

replicones:  un  primer  cromosoma  ampliamente  conservado  dentro  del  genero,  cuya

mayoria de genes estarian  relacionados con  la codificaci6n de funciones claves tales

como replicaci6n, transcripci6n y traducci6n de DNA (Lykidis y cols,  2010).  El segundo

cromosoma o cr6mido, como se los denomina hoy en dia (Fricke y cols, 2009; Harrison

y  cols,   2010),   contendria  genes  que  codificarian  para  funciones  relacionadas  con
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metabolismo   energ6tico,   metabolismo   secundario   y   metabolismo   de   aminoacidos

(Perez-Pantoja y cols,  2008;  Lykidis y cols,  2010). Ademas,  posee  un  megaplasmidio

(PJPL),  la mayoria de cuyos genes aun  no tiene funciones descritas,  salvo  los genes

relacionados   con   la   degradacion   del   3-nitrofenol   (P6rez-Pantoja   y   cols,   2008).

Finalmente, tiene un plasmidio catab6lico pJP4, en el cual se encuentran los genes ffiJ,

necesarios  para  la degradaci6n  de  2,4-D  y 3-CB  (P6rez-Pantoja y cols,  2008).  Cabe

destacar que existen variantes gen6micas de esta cepa,  cepas JMP222 y JMP289,  la

primera  no  posee  el  megaplasmidio  ni  el  plasmidio  catab6lico  pJP4,  mientras  que  la

segunda no posee el pJP4 (Schenzle y cols,1997).

Dentro   de   las   vias   de   degradaci6n   de   compuestos   aromaticos   en    C.

p/.nafubonens/.s JMP134 se destacan la via de degradaci6n de P-cetoadipato, la que se

encuentra ampliamente distribuida entre las bacterias del suelo, debido a que juega un

rol  central  en  la  degradaci6n  de  compuestos  aromaticos  presentes  en  la  naturaleza

(Harwood  y  Parales,   1996).  Varl.as  vias  perifericas  generan  intermediarios  que  son

capaces de ingresar a  la via  del  P-cetoadipato,  ya que su  conversi6n a succinil-CoA y

acetil-CoA permite  oxidar el  compuesto  mediante  el  ciclo  de  Krebs  (Figura  2a).  Es  en

este paso,  como en van.os otros tanto en  C. p/.Haft/bonens/.s como en un buen ndmero

de  otras  cepas  de  Buckho/deri.a/es,  que  se  observa   redundancia  genica  funcional

(P6rez-Pantoja  y cols,  2008;  2009;  2010b;  2012);  en  este  caso  en  los  genes  pea/J,

mm/FG y scoAB los cuales codifican para una a-succinil-CoA transferasa (Figura 2a).



Entre   los   iritermediarios   que   permiten   el   ingreso   de  diversos   compuestos

aromaticos a  la v.ia del  f}-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

degradaci6n  de  compuestos  aromaticos,  precursores  del  biopolimero  vegetal  lignina,

tales  como  cafeato,  clorogenato,  cumarato,  entre  otros;  siendo  tambi6n  intermediario

de la degradaci6n de 4-hidroxibenzoato (4-HB,  Figura 2a) (P6rez-Pantoja y cols, 2008).

La  degradaci6n  de  PCA  es  realizada  por  la  enzima  protocatecuato-3,4-dioxigena§a,

cuyas  subunidades  son  codificadas  por  los  genes pcaHG,  los  cuales  se  encuentran

amptiiamente  conservados er\ los  geriomas  de  Cupriavidus,  Ralstonia y  Burkholderia

(Perez-Pantoja y cols, 2012),

Otra  ruta  del  catabolismo  de  compuestos  aromaticos  en   C.  p/.nafubonens/.s

JMP134  es   la  del  gentisato  (2,5-dihidroxibenzoato,   Figura  2b).   Este  metabo]ito  se

genera   a   partir   de   la   degradaci6n   de   salicilato   (2-hidroxibenzoato,   2-HB)   o   3-

hidroxibenzoato. Se ha reportado acido salicilico en exudados de A.  ffra/i.ana (Vvalker y

cols,  2003).  La  utilizaci6n  de  2-HB  como  sustrato  se  ha  descrito  en  Pseudomonas,

Ac/.nefobacter,  y en  algunas  Bunkho/den.as,  en  los  que el  salicilato  es  oxidativamente

descarboxilado a catecol  (P6rez-Pantoja y cols,  2008).  En  cambio,  C.  p/.naft/bonens/.s

JMP134  utiliza  2-HB  a  trav6s  de  gentisato  y  la  salicilato-5-hidroxilasa,  una  enzima

multi-componente tambi6n descrita en Ra/sfon/.a sp U2 (Zhou y cols., 2001).  En la cepa

JMP134,  estos  genes  estan  codificados  en  el  cluster fybRBCDA  figura 2c),  siendo

fybB el gen que codifica para la subunidad mayor (Perez-Pantoja y cols, 2008; 2012).
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Por    los    antecedentes    proporcionados,    resulta    muy    probable    que    C.

p/.r}afubonens/.s y  otras  bacterias  del  orden  Burkf}o/den.a/es  sean  capaces  de  utilizar

algunos   de   los   componentes   de   los   exudados   de   las   plantas,   entre   ellos   los

compuestos  aromaticos.  Estas  capacidades  catab6Iicas  podrian  relacionarse  con  las

habilidades de colonizaci6n de la planta, tanto a nivel rizosferico como endofitico.  En el

caso  de  la  interacci6n  de  bacterias  con  A.  aha//.ana  se  ha  observado,  en  cultivos

gnotobioticos,   que   C.   p/'nafubonens/.s  JMP134   es   capaz   de   alcanzar   niveles   de

crecimiento  1000  veces  mayor en  presencia  de A.  tha//.ana,  que aquellas  que  nunca

estuvieron  en  contacto  con   plantas,   con   valores  cercanos  a  2,7  x  108  unidades

formadoras  de  colonia  por  mg  de  planta  (UFC/mg  planta)  y  1,1xl05  UFC/mg  planta

respectivamente.  (A. Zilfiiga, datos no publicados).  En cuanto a la colonizaci6n end6fita

se ha observado que puede alcanzar valores cercanos a  1,1  x 103 UFC/mg  planta (A.

Zt]fiiga,  datos  no  publicados).  Valores  semej.antes  se  han  encontrado  para  Acac/.a

caven  (Ledger y cols,  2012).  La  presencia  de  C.  p/.nafubonens/.s JMP134 no  produce

cambios significativos en el largo de raiz primaria o la cantidad de clorofjla presente en

las hojas de A. fba//.ana o A. caven, aunque sf se observa un leve detrimento en el peso

fresco de aquellas plantas que estuvieron en contacto con la cepa, en comparaci6n con

aquellas plantas no inoculadas (Ledgery cols, 2012; A. Zdfiiga, datos no ptiblicados).

El  presente  Seminario  de  Titulo   busca  explorar  la   relaci6n  entre   las   rutas

catab6licas para compuestos aromaticos descritas en  C. p/.nafubonens/.s JMP134,  con

la capacidad para usar parte de estos exudados como fuente de carbono,  e influir asi

en las  capacidades de colonizaci6n de plantas (Figura 3).
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HIP6TESIS

"La  capacidad  de   C.  p/.nafubonens/.s  JMP134   para  catabolizar  compuestos

aromaticos,  como  los  presentes  en  exudados  de  plantas  a  traves  de  las  rutas  de

degradaci6n   del   P-cetoadipato   y  gentisato,   es   importante   para   la   colonizaci6n   de

plantas como A. ff}a//.ana."

OBJETIVO GENERAL

"Estudiar la  participaci6n  de las  rutas del  catabolismo del 2-hidroxibenzoato, 4-

hidroxibenzoato  y  sus  derivados  en  la  capacidad  de  C.  p/.r}afubonens/.s JMP134  para

colonizar A. fha//.ana y utilizar sus exudados para crecer".

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- "Estudiar la inactivaci6n de los genes   pcaH de la ruta del P-cetoadipato y fybB de

la  ruta  del  gentisato,  en  la  capacidad  de  C.  pi.nafubonens/.s JMP134  para  crecer en

exudados provenientes de A. ffra//.ana".

2.-  "Evaluar  la  capacidad  de  estas  mutantes  y  una  variante  gen6mica  de  la  cepa

JMP134 para colonizar la riz6sfera de A. tha//.ana".

3.-"Determinar posibles efectos en el  crecimiento de A.!Aa//.ana por la colonizaci6n de

JMP134 y sus cepas mutantes".
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MATERIALES Y METODOS

1.1  Reactivos.

-  Axygen   Biosciences,   Axygen   lnc.   (Union   City,   CA,   USA).   Se   obtuvo   Agarosa

ultrapura.

- lnvitrogen,  Life Technologies Corporation.  (Carlsbad,  CA,  USA) DNA polimerasa  Taq,

dideoxinucle6tidos trifosfato (dATP, dcTP, dGTP, dlTP), 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 sulfurico,  agar-

agar, agar ultra puro, citrato de amonio fenico, cloruro cobaltoso hexahidratado, cloruro

cdprico   tetrahidratado,   cloruro   niqueloso   hexahidratado,   cloruro   de   sodio,   etanol,

extracto de levadura, fosfato acido de potasio, fosfato diacido de potasio,  D(-)fructosa,

glicerol,   hidr6xido   de   sodio,   isopropanol,   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.

- PtryfoTechnology Laboratories (Overland Park,  KS,  USA):  Medio para crecimiento de

plantas Murashige€koog (MS).

-   Sigma-Aldrich   (St.   Louis,   MO,   USA):   acido   b6rico.   acido   clorhidrico,   acido   2,4

diclorofenoxiac6tico,   betaina,   5-bromo4-cloro-3-indolil-f}-D-galactosidasa   (Xngal),   2-

hidroxibenzoato, 4-hidroxibenzoato,  isopropil-P-D-1 -tiogalactopiran6sido (lpTG).

-Winkler (Lampa,  RM, Chile):  Buffer TAE 50x, buffer de carga 6x.

14
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1.2 Material biol6gico.

1.2.1. Cepas bacten.anas y plasmidos.

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

1.2.2 Semillas de A. Aha//.ana.

Las semillas  utilizadas  correspondieron  a A.  ff]a//.ana silvestre  (\/Vl),  ecotipo

Columbia   (Col-0).   Las   cuales   fueron   facilitadas   per  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 composici6n 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 antibi6ticos:  100 mg/ml de kanamicina (Kin),  50 mg /ml de acido nalidixico (Nal),  1

mg /ml de estreptomicina  (Sin),concentraciones stock,  luego de ser esterilizados con

filtros de nitrocelulosa de 0,22 iim de diametro de pore (Billerica,  MA, USA).

Medio salino minimo (Dorn):  El  medio salino minimo contiene sales de amonio

y fosfato, junto a minerales en concentraciones  trazas (Dom y cols,1974). La soluci6n

de  medio  Dorn  se  prepar6  por diluci6n  en  agua  est6ril  de  las  siguientes  soluciones,

cuya composici6n es:

-Buffer fosfato  (10x):  140 g/L de  Na2HP04 x  12H20 y 20 g/L de KH2P04.  Esterilizada

en autoclave.

-Sales  (100x):  5  g/L  de  Ca(N03)2  x 4H20,100  g/L  de  (NH4)2S04,  20  g  de  Mgs04  x
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7H20  y  1   g  de  Fe(lll)-citrato  de  amonio,   Esterilizada  en  autoclave.   El  compuesto

Ca(N03)2 se esteriliz6 por separado y posteriormente se mezcl6 con las otras sales.

-Soluci6n de elementos trazas (1000x):  10 mM de Hcl (37%),  0,5 mM de Znc12,1  mM

de Mnc12 x 4H20,1  mM de H3803,  0,8 mM de CoC12 X 6H20,  0,1mM de CuC12 x 2H20,

0,1  mM de Nic12 x 6H20,   0,15 mM de NaMo04 x 2H20. Esterilizada por filtraci6n.

La soluci6n final se prepar6 agregando  100 ml de buffer fosfato (10x),10 ml de

sales  (100x),1  ml  de soluci6n  de  elementos trazas  (1000x)  a  889  ml  de  agua  miliQ

esterilizada par autoclave.

1,3,2 Medios s6lidos

Para  la  preparaci6n  de placas  con  medio  s6lido  se  agreg6  agar (15 g/L)  a  los

medios liquidos,  para luego ser almacenadas a 4°C.   En el caso de la preparaci6n de

placas  de  medio  minimo  suplementado  como  tlnica  fuente  de  carbono,  se  utiliz6  un

agar de alta pureza. Tanto los antibi6ticos como las fuentes de carbono utilizadas en la

preparaci6n de medios s6lidos fueron previamente esterilizados por filtraci6n por filtros

de nitrocelulosa  Millipore de  0,2  Hm  de diametro de poro,  y agregados despues de la

esterilizaci6n del medio de cultivo.
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Tabla 1. Cepas bacterianas y plasmidos utilizados en esta memoria.

Cepas/plasmidos Fenoti po/genoti po relevante Fuente deOrigen

Cepasbacterianas

CeDas de C.Dinatubonensis

JMP134 Cepa silvestre, 2,4-D+,  Fru+, 2-HB+, 4-HB+ DSMZ

JMP134AdybB Mutante hybB, 2-HB-, 2,4-D+,  Fru+, 4-HB+,  Kmr esta memoria

JMP134ApcaH Mutante pcaH, 4-HB., 2,4-D+, Fru+, 2-HB+ , Kmr esta memoria

JMP134BCA Triple mutante en los genes pca/, mm/FG,
Ledger y cols.,2012scoAB,  Bz-, 4-HB-, 2,4-D-,  Fru+, 2-HB+

JMP222 Derivada de JMP134, no posee megaplasmidio cepario
ni plasmidio catab6lico pJP4, 2,4-D-,  Fru+, Smr laboratorio

CeDas de E.coli

DH5er Nalr Bullocks ycols„1987

DH5er (prtybB) Na|r,  Kmr esta memoria

DH5Ch (ppcaH) Na|r,Kmr esta memor[a

P[asmidos:

pCR2.1  TOPO-TA
Vector  suicida  en   C.  p/.nafubonens/.s  JMP134, Invitrogen    (CA,
KmR USA)

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

pCR2.1 pcaH pCR2.1 TOPO-TA con fragmento interno de esta memoria
PcaH,Kmr

2,4-Dt,   Fru+,   2-HBt,4-HBt:   Capacidad   de   crecimiento   en   2,4-D,   fructosa,   2-HB   o  4-HB,

:eff:er:i:i:t:nec|:e;R:nMazmpc:nuat::::d:::,%'{£r£,V:fna#n°anooa::Stre:?o#:jnza:'[rkeu:tpuer:t?vaKmmerht¥:'r'
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2.1. Cultivo de microorganismos.

2.1.1  Mantenci6n de microorganismos

Las cepas de C. p/.r}afubor}ens/.s JMP134 se mantuvieron en placas con agar de

alta   pureza   (15   g/L)   en   medio   salino   minimo,   sup[ementado   con   un   compuesto

aromatico  como  dnica  fuente  de  carbono  y  energia,  a  30°C,   mss  los  antibi6ticos

correspondientes cuando fue necesario. Las cepas de E. co//. utilizadas se mantuvieron

en   placas   con   agar   (15   g/L)   en   medio   LB   a   37°C,   ma§   Ios   corre§pondientes

antibi6ticos.    Adicionalmente,    se    mantuvo    un    cepario    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.  co//. y C.  p/.naft/bonens/.s,  se utilizaron

tubas con 2 ml de medio LB o medio salino minimo suplementado con fructosa 10 mM,

con  el  respectivo  antibi6tico,  cuando  fue  necesario,  y  se  incubaron  en  un  agitador

orbital Lab Line modelo 3528 por 24 h hasta un maximo de 2 dfas,  a 180 rpm y 37°C o

3o°C, respectivamente.

2.1.3  Curvas de crecimiento en fuentes de carbono conocidas

Para  realizar  las  curvas  de  crecimiento  de  C.  p/.nafubonens/.s  se  utilizaron

microplacas   de   96   pocillos   de   320   Hl   c/u   conteniendo   200   ul   de   medio   salino

suplementado con (10 mM) fructosa (10 mM),  2-HB o 4-HB, inoculados a una OD6oonm

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 6ptica en un espectrofot6metro UVIvis.
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2.1.4 Crecimiento de cepas de C. p/.nafubonensi.s en exudados.

Diferentes voldmenes de  exudado  descritos  en  la secci6n  2.8.2:  25,  50,  75  y

100  ul  fueron  inoculados en  medio  mfnimo  salino  Dam,  hasta  completar un  volumen

final  de  500  HI  en  tubos  Eppendorf  (AxyGen,  Union  City,  CA,  USA)  de  1,75  ml  de

volumen final.  Cada tilbo con  una diferente diluci6n  de exudado  const6 de 5  teplicas,

para las diferentes cepas utilizadas.  Como control se utiliz6 tubos con  las 4 diluciones

descritas  anteriormente  sin  in6culo  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 prl de cada tubo fueron depositados en  una

microplaca    esteril    de    96    pocillos    de    poliestireno    virgen    grado    cristal    TPP

Zellkulturtestplatte   96F   (Techno   Platic   Products   AG,   Trasadingen,   Suiza).   Cada

tratamiento y diluci6n const6 de al menos una replica tecnica.

Las microplacas fueron leidas por un espectrofot6metro,  lector de ELISA,  Eon

Microplate   Spectrophotometer   (Biotek,   Winooski,   VT,    USA),   cuyo   programa   de

incubaci6n  consistia  en  agitaci6n  orbital  con§tante  a  230  rpm  y  lectura  de  densidad

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

2.2. Metodos analiticos

2.2.1  Espectrofotometria ultravioleta/visible

Las   determinaciones   espectrofotometricas   destinadas   al    analisis   de   los

in6culos  iniciales de  C.  p/.nafubonens/.s para  colonizaci6n  n.zosferica,  se  realizaron en

un  espectrofot6metro  UVIvis  con  arreglo  de  diodos  (G.E.  Genequant  1300).  Para

determinaciones  de  densidad  6ptica  (turbidez)  a  600  nm  se  utiliz6  una  cubeta  de

cuarzo  de  0,5  ml  con  1  cm  de  paso  6ptico.  Las  muestras  se  leyeron  directamente,
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utilizando  como   blanco  el   medio  de   cultivo   libre   de  celulas.   Para   las  curvas  de

crecimiento de las cepas, tanto en fuentes de carbono conocidas como en exudados,

se  utilizaron  microplacas  esteriles  de  96  pocillos  de  poliestireno  virgen  grado  cristal

TPP Zellkulturtestplatte 96F,  Ias cuales fueron leidas por el lector de placa ELISA Eon

Microplate Spectrophotometer.  Para mediciones de la concentraci6n de RNA extraido

y  cDr\IA  se  utiliz6  la  microplaca  Take3,  que  cuenta  con  micropocillos  de  2  ml  de

volumen  con  0,5  mm  de  paso  6ptico,  la§  muestras  se  leyeron  directamente,  usando

como linea base el solvente (agua) utilizado para resuspender el RNA extraido de las

celulas y posterior sintesis de CDNA.

2.3. Purificaci6n de DNA

2.3.1  Purificaci6n de DNA gen6mico

Para  la  purificaci6n  de  DNA  total  a  partir  de  cepas  de   C.  p/.nafubonens/.s

JMP134,  se  utiliz6  el  kit  "Wizard  Genomic  DNA  Purification  Kit"  (Promega,  Madison,

WI,   USA).   Este   kit  se  basa  en   [isis   celular  a   alta  temperatura   (80°C)   y  en   una

precipitaci6n del  DNA en presencia de isopropanol.  EI  DNA obtenido por este metodo

es de alta pureza y puede ser empleado directamente en tecnicas moleculares como

amplificaci6n por PCR. Se siguieron las instrucciones del proveedor para la extracci6n

del DNA gen6mico.

2.3.2 Purificaci6n de plasmidos

Para la extracci6n y purificaci6n de plasmidos recombinantes se utiliz6 el

kit "Axyprep plasmid  Miniprep" (Axygen,  Biosciences,  CA,  USA).  Este se basa

en  el  m6todo  de  lisis  alcalina  de  celulas  bacterianas  en  combinaci6n  con  la  uni6n

selectiva  del  DNA  plasmidial  a  una  columna  de  silica  cuando  existe  una  elevada
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concentraci6n  de  sales.  El  protocolo  consta  de  las  siguientes  etapas:  lisis  celular,

adsorci6n  del   DNA  a   una  columna,   lavado   y  eluci6n  del   DNA.   Se  siguieron   las

instrucciones del proveedor para la extracci6n plasmidial.

2.3.3 Purificaci6n de fragmentos de DNA de productos de PCR.

Para  purificar  fragmentos  de  DNA  se  utiliz6  el  kit  "Axyprep  PCR  clean-up"

(Axygen,   Biosciences,   CA,   USA).   Este  metodo  emplea  una  soluci6n  de  uni6n  en

combinaci6n  con   una  columna  de  silica  para  purificar  fragmentos  de  DNA  lineal,

mayores que 75 pb. Este kit se us6 tanto para purificar productos de PCR a partir de la

mezcla de reacci6n, como para pun.ficarlos desde geles de agarosa.

2.4. Amplificaci6n de DNA por la reacci6n en cadena de la polimera§a (PCR)

2.4.1  Mezcla de reacci6n

La  mezcla  de  reacci6n  para  la  amplificaci6n  de  DNA  PCR,  fue  preparada

utilizando  Taq  polimerasa  (lnvitrogen),  buffer  para  Taq  polimerasa  (10X),  partidores

(100   pmoles/ml),   mezcla   de   desoxirribonucle6tidos   trifosfatos   (adenina,   citosina,

guanina  y  timina)  10  mM  c/u  y  Mgc12  (50  mM).  En  general,  la  mezcla  de  reacci6n

contenra  2  pmoles/ml  de  cada  partidor,  0,25  mM  de  desoxirribonucle6tidos y  1,5  mM

de Mgc12, di§ueltos en agua libre de nuclea§a. Ademas,  §e agreg6 el buffer para Taq

polinerasa de manera que la concentraci6n final fuera lx.  Finalmente, se tomaron 24

prl de la mezcla adecuada,  se agreg6  1  HI de la preparaci6n de DNA coma molde y 0,5

U  de  DNA polimerasa.  En  ocasiones se utiliz6  betaina  5  M  para  mejorar la definici6n

del producto PCR,  la concentraci6n a la cual se encontraba en el mix correspondia a

0.5  M y se  agreg6 en  un volumen equivalente al  buffer para Taq  polimerasa  (10x),  el



22

cual era descontando del volumen original de agua libre de nucleasa contenida en el

mix.

EI DNA molde utilizado fue DP\IA gen6mico,  plasmidial o proveniente de lisados

de  colonias.  En  este  dltimo  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   esteril.   Luego,   las   c6lula§   fueron   sometidas   a   95°C   durante   10   min.

Finalmente,  se  centrifug6  por  1  min  a  12000  rpm,  quedando  en  el  sobrenadante  el

DNA a utilizar.

2.4.2 Partidores

Los partidores utilizados, sus secuencias y otras caracteristicas se muestran en

la    Tabla    2,    Los    partidores   fueron    disefiados    utilizando    el    programa    Pn.mer3

(http://frodo.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  realizaci6n  del  PCR  se  utiliz6  un  termociclador  2720  Thermal  Cycler

(Applied   Biosystem,Life   Technologies,   Carlsbad,CA,   USA).   El   programa   de   PCR

generalmente  utilizado fue  el  siguiente:  1  ciclo de denaturaci6n  de  5  min  a  95°C,  30

ciclos  de  amplificaci6n  (30  s  a  95°C,  30  s  a  60°C  y  1   min  a  72°C),  y  un  cic|o  de

extensi6n  de  7  min  a  72°C  para  luego  bajar  la  temperatura  a  4°C.  Los  ciclos  de

amplificaci6n especificos para cada programa y DNA se detallan a continuaci6n:
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-Procirama  1:  Se  utiliz6  para  la  obtenci6n  especifica de  un frogmento de  los genes

trybB y pcaf7. Const6 de 32 ciclos de amplificacich 30 s a 95°C,  30 s a 55°C y 1  imin a

72OC.

-  Proarama  2:  Se  utiliz6  para  la  amplificaci6n  de  los  insertos  en  el  vector  pC.R  2.1

TOPO-TA Const6 de 32 ciclos de: 30 s a 95°C, 40 s a 6o°C y 1,5 min a 720C.

-  Proarama  3:  Se utiliz6  para  la  obtenci6n  de  un fragmento  de  la secuencia  del gen

del6S rRNA de C. pinafubonensis. Const6 de 25 ciclos de: 45 s a 94°C, 45 s a 56°C y

2 min a 72oc.

-  Proarama 4:  Se  utiliz6  para  realizar  la  amplificaci6n  de  secuencias  repetidas  PCR-

BOX en las cepas de C. pina4ctbonensis.  Const6 de 30 ciclos de:  1  min a 94°C,  1  min a

53°C y 8 min a 72°C, mss una extensich final de 16 min a 72°C.

2.5. Clonamiento de Dr\IA

2.5.1  Construcci6n de vectores.

Las  secuencias  de  los  segmentos  (400  pb  aprox)  de  los  genes fybB y pcaH

fueron   clonados   en   los   vecfores   PCR   2.1   TOPO-TA,   utilizando   el   metodo   de

clonamiento   TOPO   TA   Cloning   Kit,   cuya   estrategia   consiste   en   un   paso   de

clonamiento   en   el   cual   el   producto   PCR   generado   por   la   Taq   polimerasa,   es

directamente   insertado   en   el   vector.   No   requiere   utilizaci6n   de   enzimas   ligasa,

procedimientos  post  PCR  o  partidores  que  contengan  secuencias  especificas.  Los

plasmidios  obtenidos,  ptrybB y ppcafJ,  fueron  dializados  durante 45  min  a  trav6s  de

una membrana de nitrocelulosa de 0.22 Hm de diametro.
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2.5.2 Preparaci6n de c6lulas electrocompetentes y transformaci6n por electroporaci6n.

Un  volumen  deteminado  de  media  LB  (100  ml)  fue  inoculado  al  1%  con  un

cultivo 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.  oo//. y  C.  p/.nafubonens/.s,  respectivamente,  las

celulas se enfriaron por 15  min en  hielo,  para  luego centrifugarlas a 8000  rpm  en  una

centrifuga Boeco Germany U-320R, por 5 min a 4°C. Posteriormente, Ias celulas fueron

resuspendidas en 20 ml de agua esteril fria.  La centrifugaci6n fue repetida dos veces.

La  suspensi6n  celular final  fue guardada  a  -20°C  en  alicuotas  de  50  Hl  de  glicerol  al

20%, para su uso posterior.  La electroporaci6n se realiz6 en un sistema BioRad (Gene

Pulser,  1652077  y  Gene  Pulser  11  plus),  utilizando  cubetas  de  electroporaci6n  de  0,1

cm de paso Micropulser Cuvette (Hercules,  CA,  USA),  con las siguientes condiciones:

200Q,    25uF   y   2,5kv.   Al    momento   de   la   electroporaci6n,    las   c6lulas   fueron

descongeladas en hielo, incubadas con el DNA (50 ng aprox) por 15 min y transferidas

a    las    cubetas    de    electroporaci6n    (previamente    enfriadas).     Despu6s    de    la

electroporaci6n,  las  c6lulas  fueron  traspasadas  a  un  tubo  con  600  ml  de  medio  LB,

incubadas  a  30°C  en  el  ca§o  de  C.p/.nafubonensi.s  y  37°C  en  el  caso  de  E.co/f. con

agitaci6n constante durante 1  h.

Finalmente,  se  sembraron  alicuotas  de  100,  200  y  300  HI  en  placas  con  el

medio  selectivo,   las  que  fueron  incubadas  durante  24   h   a  30°C,   en  el  caso  de

C.p/.na{ubonens/.s.   Para  E.   co//.  DH5a,  se  emplearon   placas  de  agar  LB  en  cuya

superficie se dispers6 40 Hl de una soluci6n 20 g/L de X-gal y 4 Hl de una soluci6n 200

g/L  de  lpTG,  que  luego  se  secaron  en  estufa  durante  1   h  a  37  °C,  previo  a  ser

sembradas.
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Secliencia  (5'+3') Partidores Secuencia  (5'+3')
Forward Reverse

lnactivaci6ndegenes

muthybBFW AGCCGCTCGAGGACTATCTC muthybBRV
cNCNrx3AAlr5rrc;RjAACGAGTC

mutpcaHFW GTTAAAGATCGGGTCGMCG mutpcaHRV
CGACAACGACCTGACGAIT

Confirmacj6ninactivacion

M13Fw r3ITAAAAIciGNci®CrcCAG M13Rv
CAIBGAAAIRNBf:ITA:IGAC

hybBExtFW TGCTGCITCGCACAAA:ITAAIC HybBExtRV
GGACGAGATAGAGGCAGTCG

pcaHExtFW TCAITCCACCCCCTTNCAAIC PcaHExtRV
CAGGCCGATATGCAGGTMG

16S

8Fa AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1392Ra
AGGGGCGGTGTGTAC

PCR-BOX

BOX  AIR CTA       CGG       CAA
GGC      GAC      GCTGACG

(a) Amann y cols,  1995.
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2.6. Inactivaci6n de genes en C. p/+}afubonens/.s JMP134

Un  fragmento  intemo  de  cada  gen  a  mutar  (aprox.  400  pb),  fue  amplificado

mediante PCR,  utilizando DNA gen6mico obtenido de C. p/.nafuboneus/.s JMP134 como

templado.  Los  partidores  utilizados  para  este  prop6sito  se  indican  en  la  Tabla  2.  Los

productos  de  PCR  obtenidos  fueron  clonados  individualmente  en  el  vector  pCR2.1-

TOPO (Tabla 1) en la cepa E. co//. DH5or. Cada plasmido resultante, incapaz de replicar

en  C. pt.nafubonems/.s JMP134,  despues de ser verificado el correcto clonamiento, fue

purificado y  electroporado  en  c6lulas  de  la  cepa  JMP134  para obtener la  interrupci6n

del gen blanco, a trav6s de un evento de recombinaci6n cromosomal,  resultando en la

inserci6n  cromosomal  del  vector y  la  generaci6n  de  dos  copias  incompletas  del  gen

(Figura  4).   Las   cepas   resultantes  fueron   seleccionadas   en   agar  LB   conteniendo

kanamicina.   La   correcta   interrupci6n   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 regi6n de intefes.
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P2

Gendo intor6s   t

P3P45,ch3,
Figura  4.   Estrategia  de  inactivaci6n  de  genes  cromosomales  en   C.  p/.nafubonens/.s.
Representaci6n esquematica  de  la  recombinaci6n entre el fragmento  intemo  del gen  de
inter6s clonado en el vector pCR2.1  y el gen a mutar en el genoma. La confirmaci6n de la
integraci6n  de  pCR2.1  en  el  genoma  se  realiz6  mediante  PCR  con  partidores  M13F  o
M13R, los cuales tienen sitio de union dentro del vector, junto a partidores extemos al gen
de intefes (Fw ext-RV ext).
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2.7. Secuenciaci6n y analisis de secuencias

2.7.1  Seouenciaci6n

Para  la  secuenciaci6n  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 bt]squeda de regiones de similitud en el genoma de C. p/.nafubonens/.s JMP134

se  realiz6  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-bintw/main.cgi.  Para comparaci6n y analisis de secuencias se

utiliz6 el software Vector NTl8.0.

2.8.  Cultivo de A.  Aha/i.ana.

2.8.1  Tratamiento de semillas

Antes   de   ser  sembradas,   las   semillas   de  A.   fha/r.ana  fueron  esterilizadas

superficialmente  y estratificadas.  El  proceso de esterilizaci6n  de  semillas  consisti6 en

resuspender aproximadamente 100 mg de semillas en etanol 95 % (Merck, Darmstadt,

Alemania)  mediante vortex  (Labnet,  Labnet  lnc,  Edison,  NJ,  USA)  durante  un  minuto.

Posteriormente,  las  semillas  fueron  resu§pendidas  en  cloro  comercial  al  5  %  v/v  y

agitadas  durante  7  min  a  trav6s  de  vortex.  Cumplido  el  tiempo,  Ias  semillas  fueron

lavadas  con  agua  destilada  esteril  por  un  minuto  en  agitacj6n;   este  proceso  fue

repetido 3 veces.  Finalmente, las semillas fueron guardadas en agua destilada esteril a

4°C, en oscuridad, por 48 h para permitir el proceso de estratificaci6n.
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2.8.2 0btenci6n de exudados

Aproximadamente 50 semillas estratificadas fueron sembradas sobre 20 ml de

agar   Mura§hige   &   Skoog   (MS),   el   cual   consiste   en   50%   p/v   de   medjo   MS

/PfyfoTechnology Laboratories, Overland Park ,KS,  EE.UU) en agar de alta pureza al

0,8% p/v, suplementado con sacarosa al  1% en placas de Petri de 9 cm de diametro.

Entre  4  a  5  placas  fueron  incubadas  durante  21  dras  en  una  camara  de  cultivo  de

plantas  bajo  un  sistema  de  foto-periodo  que  consisti6  en   12  h  de  luz  /  12  h  de

oscuridad, a una temperatura promedio de 22°C. Como control se utilizaron placas de

agar MS sin ser sembradas, las cuales fueron expuestas a la§ mismas condiciones de

aquellas que contienen plantas,

Una vez finalizado el periodo de incubaci6n se procedi6 a moler el agar y retirar

las plantas,  con pinzas metalicas.  Posteri.ormente,  el agar recuperado fue disiielto en

agua destilada est6ril en un volumen equivalente a  10 ml  por cada placa, en matraces

de 500 ml.  Los matraces fueron sometidos a  agitaci6n  orbital por 3  h a  180  rpm y 30

°C para permitir una mejor difusi6n del agar.  Una vez concluido el periodo de agitaci6n

los  volumenes  fueron  transferidos  a  tubos  Falcon  esteriles  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 prm  de diametro de  poro y almacenados en tubos  Falcon  de 50

ml  a  -20°C.   EI  mismo  procedimiento  fue  utilizado  para   las  placas  que  contenian

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

2.8.3 Colonizaci6n de A. tha//.ana.

Una   vez   estratificadas   las   semillas   se   sigui6   el   mismo   procedimiento     de

sembrado descrito en la secci6n 2.8.2. Transcurrido un periodo de 7 dias las plantulas
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de A.  fha//.ana fueron traspasadas a placas de MS 50% p/v en agar de alta pureza al

0,8 % p/v, Ias cuales no fueron suplementadas con sacarosa al 1%.

Las  cepas  de  C.  p/.nafubonens/.s fueron  inoculadas  en  una  soluci6n  de  medio

m[nimo salino  Dam, suplementado con frllctosa  10 mM como t]nica fuente de carbono

y  energia.  De  acuerdo  a  la  Tabla  1  se  adicion6  el  antibi6tico  correspondiente  en  las

cepas  requeridas.  Una  vez alcanzada  una  O.D8oonm=  0,6  las  cepas fueron  inoculadas

en agar MS, por lo que cada placa cont6 con una concentraci6n final de lxl04 UFC/ml.

Se traspaso un ntlmero 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 s6lo de in6culo bacteriano.

2.8.4 Colonizaci6n del  rizoplano.

Una vez transcurridas las tres semanas de incubaci6n, se extrajeron las plantas

a partir de las placas de agar inoculadas con las cepas de C. pi.nafubonens/.s. Se lav6

cada planta con  1  ml de  Mgs0410 mM y se someti6 a agitaci6n con vortex durante  1

min.  El  buffer fue  utilizado  con  el fin  de evitar posible  muerfe celular por parte de  las

bacterias  durante  la  agitaci6n.   Este  volumen  fue  utilizado   para  realizar  diluciones

seriadas,  las  cuales fueron  sembradas  en  placas  de  medio  minimo  Dam,  agar ultra

puro  1,5%  p/v,  suplementado  con  fructosa  10  mM  como  t]nica  fuente  de  carbono  y

energia. Adema§,  se  adicion6  el  correspondiente antibi6tico  para aquellas  cepa§  que

poseen  resistencia  a  un  marcador  de  selecci6n  en  particular.  Las  UFC/mg  planta

fueron determinadas luego de 24 h de incubaci6n a 30°C.
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2.9 Determinaci6n de pafametros de crecimiento en A. tha//.ana

Semillas estratificadas de A. tha//.ana fueron sembradas en medio MS 50% p/v,

agar de alta pureza  al  0,8  %  p/v,  en  placas  de  Petri de 9 cm  de diametro  durante 7

dias. Aproximadamente 30 plantula§ por cada tratamiento fueron traspasadas a placas

(Greiner  Bio-one,  Kremsmunter,  Austria)  de  agar  MS  de  similar  composici6n  a  las

anteriores,    las   cuales   contaban   con   in6culos   de   las   diferentes   cepas   de   C,

p/.nafubonens/.s a una concentraci6n final de  lxl04 UFC/ml.  Como control se utilizaron

plantulas sembradas en agar MS sin inoculo bacteriano.  Las placas fueron incubadas

en  posici6n  vertical  con  un  grado  de  inclinaci6n  de  650  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 secci6n 2.8.2.

2.9.1.  Determinaci6n de largo de raiz y peso fresco

Se  determin6  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.  Determjnaci6n de contenido de c[orofila

Se pesaron entre 5 y 10 mg de tejido de hoja, las cuales fueron sumergidas en

800  prl  de  N,N-9-dimetilformamida  e  incubadas  durante  24  h  a  4°C  en  oscun.dad.  La

concentraci6n  de  clorofila  se  estim6 a  partir de  la  medici6n  de  clorofilas a y b,  a dos

longitudes  de  onda:  647  y  664  nm,  en  un  espectrofot6metro  UVIvis  con  arreglo  de

diodos  (G.E.  Genequant  1300,  Little  Chaltfont,  UK).  Con  estos  resultados  se  pudo

calcular la  cantidad  de clorofila  por miligramo de tejido de  hoja  (Porras y cols,1989).

En  total,  hojas  de  6  plantas  por tratamiento  fueron  analizadas,  y  como  control  se
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determin6 la concentraci6n de clorofila a y b en aquellas plantas que no estuvieron en

contacto con un  inoculo bacteriano.

2.10. Analisis estadisticos

Los  datos  de  colonjzaci6n  rizosferica  y  pafametros  de  crecimiento  en  A.   fAa/f.ana

fueron analizados a trav5s de las pruebas estadfsticas de Leven y Kolgorovov-Sn.vnov,

para   ver   homogenidad   de   varianzas   y   normalidad,    respectivamente.    Una   vez

cumplidos estos  supuestos se realiz6 una  prueba de ANOVA de  una via.  A aquellos

analisis   de   varianza   que   tuvieron    diferencias   significatjvas    por   efecto   de   los

tratamientos se les aplic6 test de Tukey HSD (Honestly Significant Difference; p<0,05);

esta prueba se aplic6 para realizar comparaciones entre tratamientos
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RESULTADOS

1.-lnactivaci6n de los genes pcaH de  la ruta del  a-cetoadipato y dybB de  la ruta del

gentisato,  para  evaluar  la  capacidad  de  C.  p/.nafubor)ens/.s  JMP134  para  crecer  en
exudados provenientes de A. fha//.ana.

Como    se    sefial6,    la    cepa    C.    p/.nafubonens/.s    JMP134    posee    amplias

capacidades  catab6licas,   por  lo  cual  es  capaz  de  utilizar  una  amplia  variedad  de

compuestos aromaticos como tlnica fuente de carbono y energia. Dentro de ellos, el 2-

HB  y  4-HB,   los  cuales  son  catabolizados  a  trav6s  de  las  rutas  del  gentisato  y  P-

cetoadipato,   respectivamente,   las  que  canalizan   un   buen   ntlmero  de  compuestos

aromaticos que estan presentes en los exudados de la§ plantas.

Los   ger\es   hybB   y   pcaH   de  la   cepa   C.   pinatubonensis   JMP134  fueron

inactivados insercionalmente mediante un evento de recombinaci6n homologa (Louie y

cols, 2002; Ledger y cols, 2006). Esta estrategia consiste en que un fragmento intemo

del gen de intefes (400 pb aprox.) es clonado en un vector suicida, el cual contiene un

gen que  codifica  Llna  resistencia  a  un  determinado  antibi6tico,  en este  caso  Kin.  Esta

construcci6n  plasmidial  es  introducida  en  la  cepa  receptora final,  donde  mediante  un

evento de recombinaci6n simple se inserta en el genoma intemumpiendo el gen blanco,

generando 2 copias truncadas de 6ste (Figura 6a).

De   acuerdo   a   lo   descrito   anteriormente,   se   utiliz6   como   vector  suicida   el

plasmidio   PCR.  2.1  TOPO-TA,  conteniendo el fragmento interno del gen de intefes,  el

cual  es  incapaz de  replicar en  C.  p/.naft/bonens/.s JMP134.  EI  plasmidio  recombinante

se  introdujo  a   C.p/.nafubonens/.s  JMP134  por  electroporaci6n  para  la  obtenci6n  de

mutantes.

34
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La  obtenci6n de  los  mutantes  trybB y pcaH tuvo  una frecuencia  del  arden  de    10-t°

recombinantes/c6lulas   totales.   EI   genotipo   de   las   cepas   mutantes   obtenidas   fue

verificado  par  la  amplificaci6n  de  los  genes  interrumpidos  mediante  PCR  a  partir  de

DNA cromosomal de las colonias seleccionadas.  La  introducci6n del  plasmidio suicida

genera 2 copias truncadas del gen determinado,  por lo tanto,  Ia amplificaci6n del gen

con  partidores extemos a este no debiera ocurrir,  debido  al aumento de tamafio.  Sin

embargo,  al combinar los  partidores extemos al gen  en el cromosoma  con  partidores

especificos  para  el  vector  suicida,  es  posible  obtener  una  amplificaci6n  que  permite

deducir la  orientaci6n  del  vector inserto.  Esto  se  realiz6  con  los  partidores  externos:

hybBExtFW y HybBExtRV (Tabla 2) en el caso del gen trybB, pcaHExtFW y pcaHExtRv

ITabla  2)  para  el  gen  pcafJ,  mientras  que  los  partidores  especificos  para  PCR.  2.1

TOPO-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  tamafio  de  1363  pb  y  962  pb,  respectivamente.  Estos

productos  se  obtuvieron  en  la  cepa  mu{ante  en  el  gen  hybB  y  no  asr  en  la  cepa

siivestre de C. pt.nafubonens/.s JMP134,  al utilizar tanto un partidor extemo del gen en

el  cromosoma  y  uno  especifico  para  el  plasmidio  suicida  (combinaciones  1-3  y  24,

respectivamente).   En cuanto al dltimo amplificado, de  1658 pb, corresponde al tamafio

del  gen completo en el cromosoma,  el cllal  solo se obtuvo en  la cepa silvestre de  C.

pi.nafwbonens/.s y no asi en  la cepa  mutante trybB.  Este  dltimo fragmento  se  amplific6

utilizando partidores externos al gen en el cromosma (combinaci6n 1-2).

EI  mismo  procedimiento se realiz6  para comprobar la  inserci6n  homologa  para

el recombinante en el gen poaH 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.  p/.nafubonens/.s JMP134  y  no  de  alguna  otra

variante genica de esta  cepa.  Este  m6todo se basa  en  la amplificaci6n  con  un  ilnico

partidor, correspondiente a una secuencia repetitiva en el genoma de Proteobacterias,

lo  que  permite  obtener  un  patr6n  de  productos  amplificados  especifico  para  cada

bacteria al utilizar su genoma como templado. En base a este metodo, 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 patr6n  esperado  (datos no

mostrados).

Tambi6n se chequeo el fenotipo de cada cepa mutante, mediante la capacidad

de  6stas de  crecer en  compue§tos 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 trabaj.6  solo  se  muestra  el  grafico  correspondiente al  crecimiento  de  dichas

mutantes  en fructosa.
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P3+
IV113F                            kmn

N.terminal
Gen de lnter6s

C.termlnal
Gen de int®r6s

Partidores:

Pl y2    Extemos algen fybB en elcromosoma.
P3 y 4     Especfficos para PCR. 2.1  TOPO-TA.

Figura  6.  Comprobaci6n  mediante  amplificaci6n  por  PCR  de  la  obtenci6n  de  la  cepa
mutante hybB. a.  Esquema de las posiciones donde alinean  los partidore§ utilizados para
el  analisis  de  la  cepa  C.  p/.nafubonens/.s  JMP134  AfybB,  mediante  PCR.  b.  Izciuierda:
Resultados de amplificaci6n con  los partidores  1-3,14,  2-3.  Carril  1 :  estandar de  Dl\IA  1
kb. Carriles: 2, 5 y 8, cepa JMP134 AtrybB.  Carriles: 3, 6  y 9,  cepa silvestre. Carriles: 4, 7
y 10, controles sin DNA.  Derecha:_Resultados de amplificaci6n con los partidores 24,1-2,
34.  Carril 1: estandar de DNA 1  kb.  Carriles: 2, 5 y 8,  cepa JMP134 AtrybB.  Carriles: 3, 6
y 9, cepa silvestre. Carriles: 4, 7 y 10, controles sin DNA. Se sefialan mediante flechas las
bandas  obtenidas  para  la  cepa  mutante  y  la  cepa  silvestre.  Al  costado  de  la  figura  se
muestra el tamafio esperado en pb. Combinaci6n de partidores:  1-3: hybBExtFW-M13Fw,
1 4: trybBExtFw-Mi 3Rv, 2-3:fybBExtRv-Mi 3Fw, 24: trybBExtRv-Mi 3Rv,1 -2:hybBExtFw.
hybBExtRv y 34:M13Fw-M13Rv
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Para  evitar una  posible  reversi6n  de  la  inactivaci6n  de  los  genes  respectivos,

cada  cultivo  de  las  cepas  mutantes  fue  suplementado  con  Kin.  Debido  al  tipo  de

mutaci6n,  las cepas obtenidas deberian ser capaces de crecer en presencia de dicho

antibi6tico.  Como  se  observa  en  la  Figura  7,  tanto  la  cepa  mutante  JMP134AfybB

como  la JMP134ApcafJ fueron  capaces de utilizar fructosa  10 mM  como fuente  dnica

de carbono y energra. 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 transcurr].das las 24 h de cultivo.

El  gen  trybB  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  degradaci6n  de  2-HB,  transformandolo  a  gentisato,  por lo  tanto,  la  cepa

mutante JMP1344trybB es incapaz de utilizar la ruta del gentisato para su crecimiento.

En   el   caso   del   gen   poaH,    que   codifica   para   la   subunidad   P   de   la   enzima

protocatecuato-3,4-dioxigenasa,   en   la   cepa   mutante   JMP134ApcaH   se   inhibe   la

utilizaci6n de protocatecuato, el primer intermediario de la degradaci6n de 4-HB. Con el

objetivo   de   verificar   estos   comportamientos   esperados,   se   creci6   a   las   cepas

JMP134AtrybB  y  JMP134ApcaH  en  2-HB  y  4-HB,   respectivamente  (Figura  8).   Los

resultados  muestran  una  inhibici6n del  crecimiento de  dichas cepas en  estas fuentes

de carbono, en comparaci6n con la cepa silvestre JMP134.
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Fructosa 10 mM
JMP 134

X HybB

A pcaH

0                               5                              10                             15                            20                            25                             30

Tiempo (11)

Figura  7.  Crecimiento  de  las  cepas    mutantes  JMP134AfybB  y  JMP134ApcaH  en
fructosa 10 mM.  Los gfaficos ademas muestran el comportamiento de la cepa silvestre
JMP134 bajo las  mismas condiciones de  medio  minimo y fuente de  carbono a 30°C,
con   agitaci6n   continua   durante   24   hrs.   Las   curvas   son   representativas   de   tres
experimentos independientes. Desviaci6n estandar menor al 5%.
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Figura    8.    Crecimiento    en    2-HB    y   4-HB.    (a)    Crecimiento    cepas    JMP134    y
JMP134AhybB en 2-HB.   (b) Crecimiento cepas JMP134 y JMP134ApcaH en 4-HB. Las
condiciones  de  los  cultivos  fue  de  30°C    con  agitaci6n  continua  durante  24  hrs.  Las
curvas son representativas de tres experimentos independientes.  Desviaci6n estandar
menor al 5%.
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Para poder establecer el papel del catabolismo de compuestos aromaticos en la

utilizaci6n de exudados de plantas como fuente de carbono y energra, se compar6 el

crecimiento  de  la  cepa  JMP134  con  las  cepas  mutantes  fybB  y pcaH.  Debido  a  la

redundancia  genica  que  presentan   ciertas  funciones  catab6Iicas  en  la  via  del  P-

cetoadipato, tambi6n se compar6 una triple  mutante en  una succinil CoA transferasa,

JMP134-BOA, obtenida mediante la inactivaci6n de los genes pea/J,  mm/FG 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 tambi6n se compar6

el   crecimiento  en   la   cepa   JMP222,   una   derivada   de   JMP134   que   no   posee   el

megaplasmidio ni el plasmidio catab6lico pJP4 (Don y cols,1985).

La determinaci6n de la utilizaci6n de exudados provenientes de las ra{ces de A.

ffra/i.ana   como   tinica   fuente   de   carbono,    se   efectu6   en   medio   minimo    Dom

suplementado con diferentes proporciones de exudados recolectados como se sefiala

en  Metodos,  secci6n  2.1.4.  y  2.8.2.  /.n  vffro.  Transcurridas  24  h,  se  observ6  que  C.

p/.r}afubonens/.s  JMP134  fue  capaz  de  crecer  en  cada  una  de  las  proporciones  de

exudados probadas  (Figura 9).  Las  mutantes simples  JMP1344hybB,  JMP1344pcaH,

asi como  la cepa derivada JMP222,  presentaron  un  crecimiento similar al de la  cepa

silvestre.   La   utilizaci6n   de   componentes   de   los   exudados   se   comprueba   por  la

tendencia   lineal   en   la   producci6n   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 reducci6n  significativa

en  la  biomasa  producida,  en  todas  las  concentraciones  de  exudados,  respecto  a  la

cepa  silvestre  (Figura  9).  La  diferencia  entre  la  biomasa  producida  en  las  diferentes

concentraciones  por  la  triple  mutante  en  comparaci6n  con  la  cepa  silvestre  se  ve
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aumentada a las 48 h. Salvo la triple mutante y la variante gen6mica JMP222, todas las

otras   cepas   mostraron   un   decrecimjento   significativo   de   la   biomasa   a   la   mayor

concentraci6n de exildados (Figura 9), indicando un efecto diferencial de componentes

inhibiton.os,    originalmente   presentes   en   los   exudados   o   producidos   durante   el

crecimiento.
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Figura 9. Curvas de rendimiento (producci6n de biomasa) de C. p/.nafubonens/.s JMP134 y
sus mutantes catab6licas en diferentes diluciones de exudados de A.  ff]a//.ana, a  las 24 h
(a)   o   48   h   (b)   de   cultivo.   Medio   mfnimo   salino   fue   suplementado   con   diferentes
proporciones  (0.05  a  0.2)  de  exudado  proveniente  de  rafoes  de A.  aha//.ana,  los  cuales
fueron  inoculados  con  las  cepas:  JMP134  (rombos  negros),  las  mutantes  simples:  trybB
(cuadrados  negros)  y  poaH  (triangulos  negros),   la  cepa  triple  mutante  JMP134-BCA
(triangulos   blancos)   y   la   cepa   JMP222   (asten.scos),   Ia   cual   no   posee   el   plasmidio
catab6lico  (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.D8oonm fue  registrada  en  fase  estacionaria  (24  o 48  h).  Las  curvas  que  se
muestran   son   representativas   de   tres   expen.mentos   independientes.   La   desviacj6n
estandar fue menor al 5%.
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2.-Evaluar  la  capacidad  de  las  mutantes  y  de  una  variante  gen6mica  de  la  cepa

JMP134 para colonizar la n.z6§fera de A. fha//.ana".

Una  interacci6n  significativa entre  C.. p/.nafubonens/.s y A.  £f}a//.ana requiere que

la  poblaci6n  bacteriana  este  en  contacto  con  la  superficie  de  las  raices.  Por ello  se

determin6   si   existian   diferencias   en   la   capacidad   de   colonizaci6n   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  incubaci6n  se  midi6  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  la variante JMP222.  En  el caso de  las  mutantes

simples pcaH y AybB,  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  (Figllra  10).  Solo  esta  i]ltima  cepa  present6

una disminuci6n significativa en  ]a co]onizaci6n  rizosfen.ca  (ANOVA de una via,  F4.ii2=

7.19 ; test de Tukey HSD p=0.000012), respecto a la cepa silvestre.
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134                      HybB                     pcaH 222
Cepas

Figura 10. Colonizaci6n  rizosferica A.  ffra/f.ana por C. pf.nafubonenst.s JMP134 y cepas
derivadas.  Comparaci6n  de  la  capacidad  de  colonizaci6n  de  diferentes  cepas  con
respecto a la cepa silvestre JMP134.  Luego de 3 semanas de incubaci6n se recuper6
agar del medio gnotobi6tico que estuvo en contacto directo con las plantas, a partir del
cual  se  determin6  las  unidades  formadoras  de  colonia  (UFC/ml).  Las  letras  a  y  b,
seFialan  diferencias estadisticamente significativas entre  grupos  (ANOVA de  una via,
test de Tukey  HSD p<0.05).



46

3.-Efectos de la colonizaci6n de JMP134 y sus cepas mutantes en el crecimiento de A.

thaliana

C.  pi.nafubonens/.s  JMP134  es  capaz  de  colonizar tanto  la  riz6sfera  come  la

endoriz6sfera  de  A.  tha//.ana  (Ledger  y  cols,2012).  Por  ello,  al  menos  en  un  cultivo

gnotobiotico. Ia presencia de la cepa desde el periodo de germinaci6n hasta un estadio

adulto,   puede  generar  cambios  en  el  crecimiento  y  desarrollo.   Estos  cambios  se

pueden  reflejar  en  pafametros  tales  como  peso  fresco,  largo  de  raiz  y  cantidad  de

clorofila contenida en el tej.ido de las hojas de la planta.

Por e§o,  el  dltimo  objetivo  de  este  Seminario  de  Tesis  fue  estudiar el  posible

cambio en algunos pafametros de crecimiento de A.  tha/i.ana luego de 4 semanas de

cultivo.  Un  total  de  96  plantas  por  tratamiento  fueron  analizadas  (3  feplicas  con  32

plantas por cada tratamiento). Como se observa en la Figura lla, la inoculaci6n con la

cepa JMP134 no afect6 significativamente el peso fresco de las plantas de A.  fha//.ana

con respecto a las plantas no inoculadas (valor control: 55.1  mg en promedio)  ,  aunque

la  tendencia  observada  pareciera  sugerir  una  disminuci6n  de  dicho  pafametro  en

presencia  de  la  bacteria.  En  cuanto  a  las derivadas de  la  cepa  silvestre,  se  observ6

una  disminuci6n  significativa  del   peso  fresco  en   presencia  de  las  cepas  fybB  y

JMP222,  con  respecto a  las  plantas  no  inoculadas.  En  el  caso  de  la  cepa   JMP134-

BCA,  esta  no  present6 diferencias tanto con  el tratamiento control,  coma con  la  cepa

silvestre.  En  tanto  la  cepa  mutante  pcaH  no  produjo  una  disminuci6n  sobre  el  peso

fresco  de  las  plantas  de  A.  {ha//.ana,  en  comparaci6n  al  tratamiento  control,  par  el

contrario,  se  observ6  una  diferencia  significativa  (Figura  lla),  respecto  a  las  plantas

que estuvieron en contacto con la cepa JMP134 y las derivadas fybB, JMP134-BCA y

JMP222 (ANOVA  de una via, F6.3o7= 6.78; test de Tukey HSD p=0.00001).
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La  longitud de  la raiz primaria de A.  tha//.ana fue otro parametro que se  midi6

para  evaluar  el  efecto  de  la  presencia  de  C.  p/.nafubonens/.s  JMP134  y  sus  cepas

mutantes.  En  este  ca§o,  la  cepa  silvestre  produjo  una  di§minuci6n  significativa  en  el

largo de  la  raiz primaria,  respecto al  control  (10,9 cm en  promedio)  (Figura  llb).  Esta

cepa no solamente present6 una disminuci6n significativa con respecto al control, si no

tambi6n respecto a las cepas derivadas pcaH y JMP222.   La inoculaci6n con las otras

cepas mostr6 algunas diferencias entre ellas, pero ninguna tendencia clara (ANOVA de

una  via,  F6, 3o7 =  7,08;  test  de  Tukey  HSD p=  0.00001).  Finalmente,  al  determinar  la

cantidad  de  clorofila  contenida  en  el  tejido  de A.  tha//.ana,  no  se  observ6  diferencia

entre las inoculaciones con las distintas cepas, respecto al control no inoculado

(valor control:  1.3 cl/mg de tejido,  en promedio)  (Figura 11 c).
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Figura  11.  Efecto  en  el  peso  fresco,  longitud  de  las  rarces  y  contenido  de  clorofila  en
plantas de A. !ha//.ana inoculadas con C. p/.na!ubonens/.s JMP134 y sus derivadas. (a) Peso
fresco  (b)  Longitud  de  rafz.  (c)  Contenido  de  clorofila.  Control:  plantas  de  A.£fra/i.ana  no
inoculadas. Letras a, b y c, seftalan diferencias estadisticamente significativas entre grupos
(ANOVA de una via, test de Tukey  HSD p<0.05).



DISCUS16N

Poco se sabe hasta el dia de hoy respecto a la interacci6n entre plantas con bacterias

que  aparentemente  son  capaces  de  colonizar  la  riz6sfera  a  tejidos  de  la  planta  sin

generar  algun  tipo  de  beneficio  directo,   como  la  promoci6n  de  crecimiento,  o  de

producir enfemledades  en  la  planta  (fitopat6genos),  bajo  condiciones    habituales  de

crecimiento. Esta aparente interacci6n de "comensalismo" par 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 podrfa verse beneficiada por la presencia

de dichos microorganismos. Cabe suponer que estas interacciones se iniciarian con el

reconocimiento  de  ciertas  moleculas  liberadas  por  la  planta,  las  cuales  pueden  ser

desde  quimioatractantes  hasta  fuentes  de  carbono  para  las  bacterias  (Lugtenberg  y

cols,   2009).  A  pesar  que   los  exudados  de  las  plantas  contienen   una  proporci6n

considerable de compuestos aromaticos,  los que podrian ser asimilados por bacterias

rizosfericas,   muy   poco   se   ha   explorado   respecto   al   posible   papel   de   dichos

compuestos     aromaticos     en     establecer     una     interacci6n     de     la     planta     con

microorganismos que son capaces de catabolizar dichos compuestos.

For ello,  en este Seminario  de Titulo se emprendi6  el  estudio de este tipo de

fen6meno  usando  un   sistema  gnotobi6tico  compiiesto  de  A.   tha/i.ana   (una  planta

modelo)  y  la  bacteria  C.  p/.nafubonensi.s  (un  modelo  bacteriano  de  degradaci6n  de

compuestos   aromaticos).   Los  resultados  de  este  trabajo  sefialan  que  la   bacteria

silvestre y las cepas derivadas ensayadas son  capaces de colonizar rizosfericamente

la  planta,  usar los exudados  de  la  rafz y generar,  en  algunos  casos,  algdn  efecto en

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

necesariamente es tal (Figura 12).
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Varias bacterias, como C. pi.nafuboner}si.s JMP134, tienen alrededor del 5% del

total  de  sils  genes   relacionados   con   el   metabolismo  de  compuestos  aromaticos.

(Perez-Pantoja y cols,  2011).  Entre  esos compuestos,  un  numero significativo  ha  sido

descrito  como  parte  de  la  composici6n  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  result6  corroborado  por los  resultados de

este trabajo,  Figura  9)  y que,  por ello,  los  exudados  podrian  inducir la  expresi6n  de

genes del catabolismo de compuestos aromaticos. Resultados preliminares de PCR en

tiempo  real,  obtenidos  recientemente en  el laboratorio donde se efectu6 este trabajo,

han  mostrado  que  transcurridos  30  min  de  exposici6n  a  diferentes  proporciones  de

exudados,  se  pudo  apreciar un  aumento  significativo  en  los  niveles  de  expresi6n  de

pcaH y una posible dependencia  respecto a  la cantidad  de exudado  usado  (datos  no

mostrados).  Lo anterior se sustenta con el aumento reportado de niveles de expresi6n

del   gen   pcaH  de   Pseuc/omonas   aemg/.nosa   PAO1,   en   presencia   de   exudados

provenientes  de  Befa  vu/gan.s  (remolacha)  (Mark  y  cols,  2005).  Sin  embargo,  Ios

niveles transcn.pcionales pueden resultar mss complejos de analizar ya que un gen de

la  misma  ruta  en  C.  p/.Daft/bonens/.s,  poa/J,  no  mostr6  cambios  de expresi6n,  lo  que

puede  deberse  a  expresi6n  constitutiva  a  a  redundancia  genica  funcional  (P6rez-

Pantoja y cols, 2009: 2012;  Ledger y cols, 2012), dada la complejidad de componentes

de los exudados de plantas.

For  ello,  que  el  gen  fybB,  el  cual  codifica  para  la  subunidad  mayor  de  una

enzima   multi   componente   denominada   salicilato-5-hidroxilasa,   no   haya   mostrado

cambios en su  expresi6n,  medidos por PCR en tiempo real  (datos  no mostrados),  no

descarta  la posibilidad que se exprese y sea funcional durante la interacci6n entre  C.
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p;.nafubonens/.s y A. fha//.ana, debido a que A.!ha/i.ana en presencia de la cepa mutante

JMP134AAybB presenta  una  disminuci6n  en el  peso fresco  (Figura  lla).  EI  intefes  en

este gen recae en que se ha descrito la pre§encia de metilsalicilato y acido salicilico en

exudados  provenientes  de  las  raices  de A.  £fta//.ana  (Vvalker y cols,  2003).  EI  analisis

transcripcional   global   usando   tecnicas   de   secuenciaci6n   masiva   puede   arrojar

interesantes  resultados  y  forma  parte  del  trabajo  actual  del  laboratorio  donde  se

efectu6 este Seminan.o de Titulo.

En  relaci6n  con  la  utilizaci6n  misma  de  los  exudado§  como  dnica  fuente  de

carbono y energia,  solo  la triple mutante JMP-BOA,  mutante en  un  paso clave de la

ruta  del  a-cetoadipato,  present6  una  disminuci6n  considerable  en  la  producci6n  de

biomasa,  lo que no solo se observ6 en este trabajo con A.  tha//.ana, si no tambi6n 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 degradaci6n

de  compuestos  aromaticos  tales  como  p-cumarato,  4-HB,  benzoato  y  otros  (Perez-

Pantoja y cols, 2008), si no que tambien, dado qile este podria ser un paso enzimatico

relevante   para   la   canalizaci6n   de   succinato   y   otros   acidos   organicos,   en   la

metabolizacion  de este tipo  de  acidos que  podrian  estar presentes  en  los  exudados

provenientes  de  las  raices  de A.  ff}a//.ana  (Figura  12).  Es  relevante  destacar que  C.

p/.nafubonens/.s posee muy ljmitadas capacidades para degradar azucares, ya que solo

es  capaz  de  degradar fructosa  y  gliicanato  (Lykidis  y  cols,  2010),  lo  que  disminuye

fuertemente las capacidades de esta bacteria para competir con otras bacterias, en la

utilizaci6n de componentes del tipo carbohidrato presentes en  los exudados. Tambi6n

es posible proponer que la triple mutante resulta menos eficiente en generar biomasa
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al   crecer   en   exudados,   porque   no   puede   metabolizar   componentes   inhibitorios

presente§ en los exudados, como se discute a continuaci6n.

En  especial  a  las  48  h  de  cultivo,  se  pudo  apreciar  una  disminuci6n  en  la

generaci6n de biomasa, en cultivos hechos a altas proporciones de exudados,  con la

cepa silvestre y las mutantes simples JMP134AfybB y JMP134ApcafJ, Io que tambi6n

ha sido observado con la cepa siivestre en A. caven (A. Zufiiga., datos no publicados).

Este  fen6meno  podrfa  relacionarse  con  la  presencia  en  el  exudado  de  compuestos

que pueden  generar toxicidad  para las  cepas y que se manifiesta mss claramente a

mayores    concentraciones.Estos    componentes   t6xicos    podrian    estar   presentes

on.ginalmente en el exudado o ser producidos por la propia metabolizaci6n bacteriana

de  componentes  "pre-t6xicos"  de  los  exudados  (Figura  12).  Dentro  de  los  posibles

compuestos t6xicos. se sabe que el aumento de la degradaci6n de clorofenoles puede

generar  una   intoxicaci6n   en  la   cepa   debido  a   la   acumulaci6n  de  clorocatecoles,

intermediarios    altamente   t6xicos    ya    que    pueden    producir   dafio    oxidativo   en

membranas  y  protefnas  (Ledger  y  cols,  2006).   Otros  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 a-cetoadipato,  cuya acumulaci6n en concentracione§ elevadas puede causar

toxicidad a la bacteria (Perez-Pantoja y cols, 2008).

En este contexto, se observ6 dos comportamientos distintos a lo detectado en

la cepa silvestre.  En el case de la  mutante simple JMP134AAybB,  se detel..mind que a

todas  las  concentraciones  de  exudados  usadas,  esta  mutante  gener6  mss  biomasa

que  la  cepa  silvestre  (Figura  9).  Esto  podria  explicarse  porque  esta  mutante,  al  no
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expresar la  ruta  del gentisato,  dejafa  de metabolizar componentes  "pret6xicos",  y de

este modo no producir intemediarios t6xicos que inhiban el crecimiento de la bacteria.

Altemativamente,   es   posible   concebir  que   esta   cepa,   al   no   poder   metabolizar

compLlestos   a  trav6s   de   la  ruta  del   gentisato,   deja  disponible   algunos   de   esos

compiiestos que pueden ser metabolizados por rutas mss eficientes desde el punto de

vista energ6tico y de conversi6n en biomasa. El otro 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 t6xicos.  Un ejemplo evidente

viene dado por la carencia de la ruta de degradaci6n de cloroaromaticos, conocida por

la  formaci6n   de   compuestos  t6xicos   como   clorofenoles   y  clorocatecoles   (P6rez-

Pantoja y cols, 2003, Ledger y cols, 2006).

El  estudio   de   los   niveles  de  colonizaci6n   rizosferica   no  arroj6   informacion

sustantiva,   ya   que   todas   las   variantes   de   la   cepa   JMP134   alcanzaron   niveles

poblacionales en el equilibrio,  similares entre si  (Figura  12).  Entre ellas,  Ia que mostr6

un menor valor fue la triple mutante,  Io que podrfa 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 plasmidio (Perez-Pantoja y cols,

2008;   Lykidis  y  cols,   2010),   ya  que   la  cepa  JMP22   no   mostr6  diferencias  en   la

colonizaci6n   rizosferi.ca   de   A.    ffra//.ana.    Resultados   obtenidos   con   experimentos

similares hechos con la cepa JMP289, la que solo carece del plasmidio pJP4,   apuntan

al mismo fen6meno (datos no mostrados).  En  conjunto,  estos resultados sefialan que

la  deteminaci6n  de  la  capacidad  rizosferica  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 interacci6n planta-bacteria, al
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menos  en  condiciones  de  cultivo  gnotobi6tico.    En  este  contexto,  experimentos  de

colonizaci6n rl.zosferica hechos en cultivos de A.  caven creciendo en microcosmos de

suelo,   si   revelan   diferencias   en   la   sobrevida   de   algunos   de   e§tos   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 pafametros de crecimiento de  la planta,  mostr6  una  leve

tendencia detn.mental, aunque no siempre estadisticamente significativar en especial el

peso fresco y la longitud del  largo de la rafz principal  (Figura  11).  La excepci6n 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,  coma  el  cumarato  (Boerjan  y  cols,  2003;   P6rez-Pantoja  y  cols,  2008),  un

componente clave de la  pared celular,  podrja resultar beneficiosa para la planta y asi

compensar  el  leve  efecto  detrimental  que  muestran  las  otras  variantes  de  la  cepa,

incluyendo la cepa silvestre (Figura 12).

Esta   suerte   de    mecanismo   "compen§atorio"    podrra   explicar   tambi6n    lo

observado con la cepa JMP222, aunque esta vez solo en la longitud del largo de la raiz

pn.ncipal.      Sin   embargo,   la   naturaleza   de   la   eventual   causa   de   un   mecanismo

compensatorio es menos clara, dado el gran ndmero (mss de 700) de genes que esta

variante  no tiene,  la gran  mayorfe  de  ellos  de funci6n  desconocida  (P6rez-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  interacci6n  planta-  bacteria.  El  hecho  de  que  bacterias  comensales,  no

presumiblemente neutras, que bajo determinadas condiciones ambientales, podrian ser

miembros relevantes en la comunidades rizosfericas, Io que requiere mss estudios.

Por  otro   lado,   el   papel   de   la   degradaci6n   de   compuestos   aromaticos   en

interacci6n  microrganismo-planta  puede  ser mss  complejo  que  la  mera  utilizaci6n  de

estos   compuestos   como  fuente  de   carbono  y  energia:"pretoxicos",   detoxificaci6n,

desvios  metab6licos,  regulaci6n del  nivel  de sefiales moleciilares 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  interacci6n  planta-bacteria.  Finalmente estudiar si  hay efectos

en la interacoi6n end6ftica y epifftica.
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CONCLUSIONES

>    La  ruta  de  degradaci6n  de  compuesto§  aromatjcos  a  trav6s  del  intermediario  f}-

cetoadipato en C. pi.nafubonens/.s esta implicada en el uso como fuente de carbono

y  energTa   del   al   menos   una  fracci6n   de   los   componentes   de   los   exudados

provenientes de A. aha//.ana.

>   Variaciones  geneticas  en  las  capacidades  para  degradar  compuestos  aromaticos

en  C. p/.nafubonens/.s tienen  efectos menores en  la capacidad  de la  bacteria  para

colonizar rizosfericamente a A. tha/i.ana.

>    En   general,   la   colonizaci6n   rizosferica   de   C.   p/.nafubonemsi.s   JMP134   y   sus

derivados produce un leve detn.mento en el crecimiento de A. ff}a//.ana.
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