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Resumen

La sequia y la salinidad son los principales factores que afectan la fijacion biologica de
nitrdgeno mediada por la simbiosis rizobio/leguminosa. Una de las respuestas globales a
estas condiciones de estrés es el aumento intracelular de las especies activas del oxigeno
(EAOs). En los rizobios, el sistema antioxidante les permite modular los niveles de EAOs
producidos ya sea en vida libre o en la interaccion simbidtica. Una de las enzimas clave que
participa en la modulacion redox de estos procesos es la Superdxido dismutasa (SOD, EC
1.15.1.1). En Mesorhizobium loti MAFF303099, la SOD esté codificada por el gen mlr7636.

Este trabajo exploré la hipdtesis de que la sobreexpresion de SOD en rizobios
contribuye a aumentar la tolerancia a estrés oxidativo en vida libre y durante la nodulacion

de leguminosas cultivada en estrés salino.

Por ello, fueron estudiados en Mesorhizobium loti y Sinorhizobium meliloti los efectos
de la sobreexpresion de SOD, analizando su tolerancia a estrés oxidativo en vida libre y en
simbiosis con Lotus japonicus y Medicago sativa cultivadas en condiciones de estres salino.
Los resultados revelaron que, en primer lugar, la sobreexpresion de SOD incremento6 la
tolerancia de los rizobios a superdxido y perdéxido de hidrogeno en vida libre, y en segundo
lugar, que la aplicacion de M. loti con sobreexpresion de SOD revierte los efectos adversos

de la salinidad sobre L. japonicus aun sin establecerse la simbiosis.



Summary

Reactive oxygen species (ROS) are unavoidable by-products of aerobic life and their
signaling role during plant-microbe interactions has been extensively demonstrated. ROS are
constantly produced during normal metabolic processes, but their levels are increased under

abiotic stress conditions.

In rhizobia, the antioxidant system allows bacteria to modulate ROS levels produced
during both the free-living stage and the symbiotic interaction. One of the key enzymes that
participate in the redox modulation of these processes is Superoxide dismutase. In
Mesorhizobium loti MAFF303099, the SOD is encoded by the mlr7636 gene. To our
knowledge, there are no reports about the effect of bacterial SOD overexpression either on

tolerance to oxidative stress or on the symbiotic performance under salt stress conditions.

Thus, the objective of this study was to investigate the effects of SOD overexpression
in Mesorhizobium loti and Sinorhizobium meliloti on their tolerance to oxidative stress in
free-living conditions and in symbiosis with Lotus japonicus and Medicago sativa cultivated
in salt stress condition. Our results revealed that SOD overexpression improved the tolerance
of both rhizobia to superoxide and hydrogen peroxide. Moreover, the application of M. loti
with SOD overexpression improve the L. japonicus performance in saline stress, despite the
establishment of the symbiosis with the legume was inhibited.

Xl



Capitulo 1: Introduccion

1.1 Salinizacion y anegamiento en Argentina.

La Argentina ocupa una extension de 273,7 millones de ha, de las cuales
aproximadamente 147,5 millones (53,9 %) son cultivables (FAOSTAT y FAO, 2014).
Asimismo, alrededor del 75 % de las tierras cultivables se encuentran afectadas por condiciones

de aridez o semiaridez; y al menos 34 millones de ha estan sometidas a anegamiento y salinidad.

El avance de las précticas de cultivos extensivos que ocurrié en la pradera pampeana,
alcanzé la Cuenca del Salado donde las explotaciones eran tradicionalmente ganaderas. Como
consecuencia de este fendmeno, estas areas tipicamente ganaderas fueron cediendo los mejores
suelos a la agricultura, desplazandose la ganaderia hacia regiones de produccion forrajera
disminuida, con mayores restricciones edéaficas y serios riesgos hidricos como la Pampa
Deprimida del Salado, caracterizada por la presencia de suelos limosos, con alta alcalinidad y

salinidad, con ciclos alternados de sequia y anegamiento (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Subdivisién de la Region Pampeana. A) Pampa Ondulada; B) Pampa Interior o
Arenosa (B1. Plana, B2. Occidental); C) Pampa Austral; D) Pampa Inundable o Deprimida y
E) Pampa Mesopotamica. Adaptado de Taboada et al., 2009. En el recuadro se muestran las
areas de anegamiento y falta de piso de la regidn de la Pampa Deprimida a partir de imagenes
satelitales adquiridas por LANDSAT (tomado de Carballo y Hartmann, 2001).

En estos ambientes son muy pocas las especies cultivadas que logran sobrevivir y producir
suficiente cantidad de forraje para mantener la produccion vacuna, y en muchos casos el unico

recurso disponible es la utilizacién de forrajeras haléfitas de baja calidad, como Distichlis

spicata, para la alimentacion del ganado vacuno (Criado, 2014).



1.2 Introduccion de leguminosas en regiones ganaderas.

El cultivo de las leguminosas del género Lotus en estos ambientes restrictivos, permitio
incrementar la produccién forrajera de la region y sostener la ganaderia en la Pampa Deprimida
del Salado. Esta leguminosa forrajera se destaca por no producir el empaste o timpanismo del
animal (Criado, 2014).

Las plantas de Lotus son originarias de Europa y Asia menor. En la Cuenca del
Mediterraneo, el género Lotus cuenta con alrededor de 200 especies. Se cree que a la Argentina

lleg6 mezclada con otras semillas o en las heces de animales traidos de Europa.

Otra forrajera ampliamente utilizada es M. sativa (alfalfa) producida principalmente en
las provincias de Cordoba, Santa Fe, Buenos Aires (excepto la Pampa Deprimida del Salado) y
La Pampa, representando mas del 90 % de la superficie con alfalfa de la Argentina. La alfalfa
es la principal especie forrajera del pais, la base para la produccion de carne y leche en la regién
Pampeana, Yy su productividad y persistencia también se ven afectadas por estreses abidticos

como salinidad y anegamiento (Basigalup, 2007).

Las especies L. japonicus y M. truncatula, son plantas modelo ampliamente utilizadas
para estudios moleculares en leguminosas. Asimismo, la disponibilidad de la secuencia del
genoma de Medicago sativa y la enorme cantidad de informacién disponible, la transformaron
también en planta modelo de estudio (Young et al., 2005; Sato et al., 2008; Cannon, 2013). Por
otro lado, su capacidad para realizar la fijacion bioldgica del nitrégeno a través de la simbiosis
con rizobios cuyos genomas ya han sido secuenciados como Mesorhizobium loti MAFF303099
y Sinorhizobium meliloti 2011 (Kaneko et al., 2000; Sallet et al., 2013) convierten a las
interacciones L. japonicus-M. loti y M. sativa-S. meliloti en sistemas modelo para el estudio de

este tipo de relaciones.

1.3 Microorganismos del suelo: La simbiosis rizobios-leguminosas.

El principal reservorio de nitrogeno es la atmadsfera en donde el N2 representa un 78 % de
los gases que componen el aire. Sin embargo, el nitrégeno atmosférico (N2) como tal no puede
ser utilizado por la mayoria de los seres vivos, por lo que dependen Unicamente del nitrégeno

presente en la materia organica y minerales del suelo, convirtiéndose en uno de los principales



limitantes del crecimiento (Hirsch y Mauchline, 2015). El proceso para romper el triple enlace
del nitrogeno molecular (N=N) que implica la reduccion del N2 requiere gran cantidad de
energia (Jamet et al., 2003), y s6lo un nimero reducido de organismos son capaces de utilizar

el N2 en el proceso conocido como fijacion biologica del nitrégeno (FBN).

La FBN puede ocurrir tanto en microorganismos de vida libre como Azospirillum y
Azotobacter (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000), y también en forma simbi6tica como las
bacterias colectivamente denominadas rizobios que tienen la particularidad de inducir la
formacion de nodulos en plantas de la familia Fabaceae (leguminosas) y en otras plantas no
leguminosas como Parasponia (Flia. Cannabaceae) (Provorov y Vorobyov, 2009). Para ello,
las plantas desarrollaron multiples estrategias para establecer asociaciones con los
microorganismos diazotrofos con el fin de poder tomar el nitrdgeno atmosférico (Lam et al.,
1996).

1.4 Establecimiento de la simbiosis rizobio-leguminosa.

L. japonicus y M. sativa son leguminosas a las que el endosimbionte coloniza via cordén
de infeccién (Gage, 2004). El corddn de infeccidn crece desde el pelo radical permitiendo el
ingreso de los rizobios a la corteza radical en donde las células de la corteza comienzan a
dividirse para dar origen al meristema nodular (Gage, 2002). Una vez en las células corticales,
los rizobios son liberados del hilo de infeccién rodeados por la membrana peribacteriana de
origen vegetal, formando el simbiosoma (Figura 1.2). Este proceso de endocitosis que involucra
un importante trafico vesicular, esta regulado por GTPasas y sefalizaciobn mediada por

fosfoinositidos (Peleg-Grossman et al., 2007).
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Figura 1.2: Diagrama del proceso de infeccion por rizobios. Los flavonoides liberados por la
planta son percibidos por los rizobios en la rizésfera que en respuesta producen los factores
Nod que son reconocidos por la planta. La percepcion de los factores Nod induce la cascada de
moléculas sefales que llevan inicialmente oscilaciones de calcio en las células epidérmicas que
luego se expanden hasta las células corticales. Los rizobios logran entrar a la planta por los
pelos radicales que crecen en torno a la bacteria adherida en la superficie del pelo quedando
atrapada dentro del pelo curvado. El cordon de infeccion es una invaginacién de la membrana
plasmatica de los pelos radicales que permite la entrada del rizobio hasta las células de la
corteza. El nédulo se forma por debajo del sitio de ingreso del rizobio por la division de las
células corticales. Posteriormente el corddn de infeccion crece hacia el nédulo en formacion y
se ramifica en el tejido nodular. Esquema adaptado de Oldroyd (2013).

En las leguminosas que desarrollan nddulos determinados como L. japonicus y G. max la
actividad del meristema nodular se restringe a las etapas iniciales de su desarrollo y el
simbiosoma maduro contiene multiples bacteroides con alta viabilidad reproductiva (Gresshoff
y Rolfe, 1978).

1.5 Estrés oxidativo.

En las plantas crecidas en condiciones dptimas, las EAOs son generadas en bajos niveles
en organelas como cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas y poseen un rol crucial en la
transduccion de sefiales celulares. Sin embargo, las EAOs también tienen el potencial para
causar dafio oxidativo a las células bajo ciertas condiciones de crecimiento. Situaciones de estrés
abiotico como salinidad, sequia, temperaturas extremas y deficiencia de nutrientes generan un
aumento de las EAOs (Miller et al., 2010). No obstante, durante condiciones de estrés, la
acumulacién de EAOs depende principalmente del balance en su produccion y eliminacién
(Mittler et al., 2004).



Por otra parte, el aumento de las EAOs durante las etapas tempranas de la interaccion
rizobios-leguminosa, como parte de una respuesta general contra patégenos (Santos et al., 2001;
Shaw y Long, 2003), debe ser tolerada por los rizobios. Se ha demostrado que H20-, ademas de
su funcion como molécula sefial, también es capaz de inhibir el desarrollo del cordén de
infeccion y del nédulo en la simbiosis M. sativa-S. meliloti (Jamet et al., 2003) por lo que los
rizobios deben ser capaces de tolerar estas EAOs durante la simbiosis (Zhao et al., 2016).
Finalmente en el nddulo, el desbalance entre la produccion y degradacion de EAQOs en su interior
promueve senescencia prematura, caracterizada por la pérdida de la capacidad de fijar el N2
atmosférico, induccion de actividades liticas y la formacion de pigmentos verdes como

leghemoglobina oxidada (Sarath et al., 1986; Layzell et al., 1990).

En los rizobios las EAOs son producto del metabolismo aerdbico que también se ven
incrementadas en condiciones de estrés abidtico y durante las primeras etapas del
reconocimiento con la leguminosa para poder sobrevivir a las reacciones de defensa de la planta

hospedadora (Matamoros et al., 2003).

1.6 Sistema antioxidante de rizobios.

1.6.1 Catalasa (CAT).
Las enzimas con actividad catalasa forman parte de la defensa de las bacterias frente al

estrés oxidativo. Estas enzimas catalizan la descomposicion del peréxido de hidrogeno,

transformandolo en oxigeno y agua segun la ecuacion de la figura 1.3.

CAT
2H-0: > 2H.0+ O

Figura 1.3: Reaccidn catalitica de la catalasa para la conversion de peréxido a
oxigeno y agua.



Algunas catalasas también tienen actividad peroxidasa, utilizando un donador organico de
electrones para reducir el peroxido de hidrégeno (Figura 1.4).

_ Peroxidasa
RH> + H20: > 2H.O+R

Figura 1.4: Reaccion peroxidasa de la catalasa. En esta reaccion se utiliza un donador orgénico
de electrones como metanol o formaldehido para la reduccion de peroxido de hidrogeno a agua.

En el microsimbionte, el sistema de defensa antioxidante le permite modular los niveles
de EAOs que se producen durante su forma de vida libre en condiciones de estres abidtico y
también durante todas las etapas que llevan al establecimiento del nédulo. Mutantes con el
sistema antioxidante comprometido demuestran una capacidad simbiotica defectiva. S. meliloti
posee dos catalasas monofuncionales codificadas por los genes katA y katC, y una catalasa
bifuncional con actividad catalasa-peroxidasa codificada por katB (Santos et al., 1999; Santos
et al., 2000; Davies y Walker, 2007). En vida libre, la expresion de KatB ha sido observada
durante todas las etapas de crecimiento, mientras KatA y KatC se expresan sélo en la fase

exponencial y estacionaria respectivamente.

Entre las enzimas detoxificantes de EAOs, los genes de catalasa son los que mas
extensamente fueron caracterizados. La mutacion de cualquiera de los tres genes kat en S.
meliloti no modificd su susceptibilidad frente a H202, aunque los dobles mutantes katA-katC y
katB-katC se mostraron deficientes en la formacion de noédulos y en la fijacion de nitrégeno
respectivamente ( Sigaud et al., 1999; Jamet et al., 2003). El doble mutante katA-katC de S.
meliloti puede fijar nitrégeno, pero posee baja eficiencia de nodulacion (Sigaud et al., 1999) y
baja densidad de bacteroides, algunos de los cuales presentaron forma irregular (Jamet et al.,
2003). El mutante katB-katC posee una eficiencia de nodulacién ain mas baja que los dobles
mutantes katA-katC y no son capaces de formar bacteroides y fijar nitrogeno (Jamet et al. 2003).
Debido a que estos dobles mutantes son capaces de crecer aerobicamente, S. meliloti
posiblemente necesita de katB y katC para modular los niveles de EAOSs en la interaccion con

Medicago antes de formar simbiosomas maduros. En contraste, una doble mutante katE-katG



de M. loti forma un nimero mayor de nddulos efectivos aunque con menor capacidad fijadora

de nitrégeno que las salvajes (Hanyu et al., 2009).

M. loti posee una catalasa monofuncional codificada por katE que contribuye a la
supervivencia durante la fase estacionaria del crecimiento y una bifuncional catalasa-peroxidasa
katG (Kaneko et al., 2000). A su vez, la mutante katE muestra disminucion en la capacidad
fijadora de nitrogeno similar a los dobles mutantes katE-katG. Sin embargo, la capacidad
fijadora de nitrégeno de la simple mutante katG es comparable a la de M. loti salvaje (Hanyu et
al., 2009). Esto sugiere que la catalasa monofuncional KatE es necesaria para el mantenimiento
de la fijacion de nitrégeno o para proteger a los bacteroides de los efectos toxicos de las EAOs
vegetales, particularmente H2O2 que puede ser producto de la actividad SOD de la planta (Rubio
et al., 2004).

En Bradyrhizobium japonicum, ha sido identificada una catalasa-peroxidasa KatG cuya
actividad es fundamental para la detoxificacion del H.O, que se produce durante el crecimiento
en vida libre (Panek y O'Brian, 2004).

1.6.2 Superoxido dismutasa (SOD).
La enzima superoxido dismutasa (SOD) cataliza la dismutacion del radical superoxido a

perdxido de hidrogeno y oxigeno molecular segun la ecuacion de la figura 1.5, protegiendo de
esta forma a la célula contra el dafio oxidativo. Cuatro tipos de SODs son comdnmente

encontradas en procariotas. Todas ellas son metaloenzimas, que difieren en su cofactor metalico.

SOD
20, +2H" > H-0-:+ 0>

Figura 1.5: Reaccién de la SOD para la dismutacion de Oz en perdxido de hidrégeno y
oxigeno molecular.

Las enzimas manganeso SOD (MnSOD, SodA) y la hierro SOD (FeSOD, SodB), son
similares entre ellas en tamafio y secuencia. También existe una SOD del tipo A/B conocida

como cambialistica como la codificada por el gen SodA de S. meliloti (Santos et al., 1999), que

puede aceptar tanto hierro como manganeso como cofactor (Martin et al., 1986). Una cuarta



isoforma, la cobre/zinc SOD (CuZn-SOD) no presenta relacion estructural ni de secuencia
aminoacidica con las FeMnSODs descriptas anteriormente (Fridovich, 1997).

A pesar de que las SODs son generalmente consideradas enzimas citoplasmaticas
(Fridovich, 1997), recientemente se reportd en Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841su
localizacion periplasmica (Krehenbrink et al., 2011). La presencia de SOD en el periplasma
podria tener un importante papel protector de los lipidos de membrana y proteinas periplasmicas
del dafio causado por el radical superoxido extracelular. En E. coli, sodC es inducida durante la
fase estacionaria, y esta induccion es regulada de manera dependiente del factor sigma RpoS
(Gort et al., 1999). En bacterias Gram negativas, las proteinas periplasmicas o las de membrana
externa pueden ser secretadas empleando el sistema Sec que reconoce un péptido sefial de
naturaleza hidrofébica en el extremo N-terminal de una proteina no plegada. Este sistema Sec
emplea hidrélisis de ATP y gradiente de protones como fuerza proton motriz que permite la
secrecion. Otra via de traslocacidn descripta en bacterias Gram negativas es el sistema general
TAT, por sus siglas en inglés (twin-arginine translocation). Mediante este sistema se translocan
algunos componentes del sistema respiratorio. Para su funcionamiento se requiere el
reconocimiento de un motivo rico en residuos de aminoécidos basicos en la region N terminal
de la proteina plegada a ser secretada y emplea solo gradiente de protones como fuente de
energia para el transporte (Tokuda, 2009). Ambos sistemas Sec y Tat estan ampliamente
conservados en bacterias Gram negativas e involucrados en funciones fundamentales de la

biogénesis y estructura celular.

En B. japonicum expuesto a estrés osmético, se ha descripto la induccién de genes
implicados en las respuestas a estrés oxidativo: Fe-Mn SOD, (ChrC), SOD (sodF) y
peroxiredoxinas (prxS-like), (Chang et al., 2007; Cytryn et al., 2007).

Se ha postulado que el incremento en la actividad de las enzimas antioxidantes de B.
japonicum y S. meliloti disminuye el nivel de dafio a proteinas de membrana y acidos nucleicos
incrementando sustancialmente la sobrevivencia de estos microorganismos frente a condiciones

de estrés osmatico (Halverson y Firestone, 2000; Boumahdi et al., 2001).

En nodulos de M. sativa han sido caracterizadas la expresion y actividad de isoformas de

CuznSOD y MnSOD. La co-localizaciéon de actividad CuZnSOD vy sus transcriptos en el



meristema nodular evidencia su participacion en la zona de invasion y su potencial activacion
por iones superdxido del hilo de infeccion. CuzZnSOD y H20- se co-localizaron en el citosol
adyacente a las paredes celulares de la zona de infeccion, en los hilos de infeccion, y en el
apoplasto, lo que han llevado a postular que s6lo CuzZnSOD esta involucrado en la produccion
de H20; en nddulos. Estudios realizados con inhibidores como DPI apoyan la idea de que al
menos en los hilos de infeccion, la NADPH oxidasa es la fuente de radical superdxido que luego
es dismutado por CuZnSOD a H20». De esta forma, el H.O> puede ser utilizado para el
crecimiento celular y el entrecruzamiento de proteinas (Rubio et al., 2004). A su vez, como fue
descripto por Jamet et al. (2007), el H202 producido por la planta puede actuar como una
molécula sefial positiva para la infeccion, debido a que la inoculacion de M. sativa con S. meliloti

sobreexpresora de catalasa altero6 el desarrollo del hilo de infeccion y la nodulacion.

En rizobios, las técnicas de sobreexpresion y delecidn génica han permitido el estudio del
rol fisiolégico que cumplen algunas enzimas que componen el sistema antioxidante de estas

bacterias en vida libre y en la interaccion con su planta hospedadora.

Hasta el momento, este tipo de abordaje permitio la caracterizacion de los efectos que
tiene la sobreexpresion del gen katB que codifica para la enzima con actividad catalasa
peroxidasa. La sobreexpresion de esta catalasa peroxidasa deja en evidencia la participacion de
H>0> como molécula sefial durante la interaccion simbidtica en el sistema S. meliloti/M. sativa
(Jamet et al., 2007), y la delecion de los genes katA, katB y katC en S. meliloti ponen de
manifiesto su rol protector contra las EAQOs (Santos et al., 2000; Davies y Walker, 2007). Otros
estudios que incluyeron la delecion de los genes katE y katG realizados en M. loti (Hanyu et al.,
2009) y la delecion de katG en B. japonicum (Panek y O’Brian, 2004) mostraron fenotipos

similares a los de S. meliloti con delecion en catalasas.

1.6.3 Glutation reductasa (GR).
La glutatién reductasa cataliza la reduccién de glutation oxidado (GSSG) a GSH el cual

es utilizado por la glutation peroxidasa para la reduccion de H>O> a agua.

Recientemente fue descripto por Tang et al. (2018), que la delecion del gen GR de S.
meliloti, disminuyo su tolerancia a H.O> en vida libre, y en simbiosis produjo retraso de la

nodulacion de M. sativa con una reduccion de 75 % en su capacidad de fijar nitrogeno.
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Respecto de la sobreexpresion de superoxido dismutasa, existe hasta el momento de la
escritura de este trabajo de tesis una unica publicacién sobre la sobreexpresion heterdloga de la
sod de S. meliloti llevada a cabo en una cepa de E. coli deficiente en sodA, sodB y recA en la
que se logrd la complementacion génica y se restablecio el crecimiento de E. coli en aerobiosis
(Santos et al., 1999).

De las evidencias anteriores, surge que los rizobios expuestos a estrés abidtico
incrementan sus actividades antioxidantes, y que ademas, las enzimas catalasa y superoxido
dismutasa cumplen funciones esenciales en los rizobios durante el establecimiento de la

simbiosis.
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Hipétesis:
Este trabajo plantea como hipotesis que:

I) La sobreexpresion de enzimas antioxidantes y el aumento de su actividad contribuyen a
incrementar la tolerancia de los rizobios en vida libre a condiciones de estrés salino, osmotico y
oxidativo.

I1) La sobreexpresion de SOD en rizobios contribuye a mitigar los efectos del estrés salino sobre

el crecimiento de leguminosas forrajeras.

Objetivo general:

Evaluar el efecto del estrés abidtico sobre las enzimas antioxidantes de M. loti
MAFF303099, y estudiar el efecto de la sobreexpresion de SOD en M. loti y S. meliloti sobre la
tolerancia a estrés oxidativo en vida libre, y en la reduccidn de los efectos del estrés salino sobre

el crecimiento de L. japonicus y M. sativa.

Objetivos especificos:
1) Analizar la induccion de las actividades enziméaticas SOD, CAT y GR en M. loti expuesto a

estrés salino y osmadtico.

2) Estudiar el efecto de la sobreexpresion y delecién de SOD sobre el crecimiento de M. loti en
estrés salino y osmotico.

3) Evaluar la actividad SOD vy su perfil de actividad enzimatica en la cepa sobreexpresora M.
loti sod.

4) Investigar el perfil de la proteina sobreexpresada en M. loti sod.

5) Establecer la correlacion entre la sobreexpresion de SOD en M. loti y la tolerancia a estrés
oxidativo en vida libre.

6) Estudiar el efecto de la sobreexpresion heter6loga de SOD de M. loti en el rizobio modelo S.
meliloti 2011.

7) Evaluar los efectos de la inoculacion de M. loti y S. meliloti sobreexpresoras de SOD sobre

el crecimiento de L. japonicus y M. sativa en condiciones control y de estrés salino.
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Capitulo 2: Materiales y métodos.

2.1 Bacterias y plantas.

En este estudio se utilizaron las cepas M. loti MAFF303099 y S. meliloti 2011. La cepa
M. loti fue utilizada para evaluar su crecimiento y las actividades enzimaticas en respuesta a
estrés salino y osmético. Ademas, también se la utilizé como fuente de ADN cromosomico para
amplificar el gen sod (mIr7636). Tanto M. loti como S. meliloti fueron utilizadas como
receptoras para la sobreexpresion constitutiva del gen sod. Por otra parte, las plantas utilizadas
en los ensayos de nodulacion fueron L. japonicus MG20 para M. loti y M. sativa variedad
PROINTA Super Monarca para S. meliloti.

2.2 Cepas bacterianas y plasmidos empleados en este estudio.

Para llevar a cabo este estudio, también se utilizaron las siguientes cepas: E. coli DH5a
para los experimentos de rutina de clonado (Sambrook y Russell, 2001). La cepa E. coli S-17
F* utilizada como huésped de los vectores pFAJ1708 y pFAJsod para la transformacion por
conjugacion biparental de M. loti MAFF303099 y S. meliloti 2011, para obtener las cepas M.
loti 1708, M. loti sod, S. meliloti 1708 y S. meliloti sod.

La cepa E. coli S-17 también fue transformada con el plasmido pK18sodmut para la
generacion de la mutante M. loti sodmut por interrupcion del gen sod por evento de doble

recombinacion homdloga.

El vector pPGEM-T Easy (Promega) fue usado para clonar el gen mlr7636. El vector
utilizado para la sobreexpresion de SOD fue el pFAJsod (obtenido en este trabajo). El vector
pFAJ1708 (Dombrecht et al., 2001) se utiliz6 como control y también para la construccion del
pFAJsod. Para la obtencion de la cepa mutante M. loti sodmut se utiliz6 el vector pK18sodmut

(obtenido en este trabajo).

El vector pK18mob fue utilizado como vector intermediario para el clonado del marco de
lectura del gen mlr7636 y también para el clonado de una regién interna del gen sod para la
interrupcidn génica por integracion cromosomal por evento de doble recombinacion homoéloga.
Las principales caracteristicas de cada de una de las cepas y plasmidos se muestran en la tabla
2.2.
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Tabla 2.1: Cepas bacterianas, materiales vegetales y plasmidos utilizados.

Cepas Descripcion Fuente
bacterianas

E. coli DH5a. FrecA, AlacU169, F80dlacZDM15 (Hanahan, 1983)
E.coliS17-1 F*, E. coli 294 RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7 (Simon et al., 1983)

E. coli S17 1708
E. coli S17 sod
E. coli S17
SODmut

M. loti
MAFF303099
M. loti 1708

M. loti sod

M. loti sodmut
S. meliloti 2011
S. meliloti 1708
S. meliloti sod

integrado al cromosoma
F*, Tc", pFAJ1708.

F*, Tc", pFAJsod.

F*, Tc", pPSODmut.

Nod*, Fix™ microsimbionte de Lotus.

Tc', pFAJ1708

Tc', sod*, pFAJsod

Km', Mutante sod"

Nod*, Fix™ microsimbionte de Medicago.
Tc', pFAJ1708

Tc', sod*, pFAJsod

Este estudio.
Este estudio.
Este estudio.

(Kaneko et al., 2000)

Este estudio.
Este estudio.
Este estudio.
(Truchet et al., 1985)
Este estudio.
Este estudio.

Material Vegetal Descripcion Fuente
Lotus japonicus Leguminosa nodulada por M. loti.
MG20
Medicago sativa  Leguminosa nodulada por S. meliloti.
Supermonarca
Plasmidos Descripcion Fuente
pRK2013 Km', plasmido “helper” derivado de RK2 (Ditta et al., 1980)
pK18mob Km', Ori pUC, lacZ, mobRK2, gusA (Schafer et al., 1994)
plasmido mobilizable para clonado y
disrupcion génica en rizobios.
pK18sod Este estudio.
pFAJ1708 Tc', expresion bajo promotor nptll, derivado (Dombrecht et al., 2001)
RK2, sistema de muerte postsegregacional.
pFAJsod Tc', expresion gen mlr7636 bajo promotor Este estudio.
nptll, derivado RK2, sistema de muerte
postsegregacional.
pSODmut Km', derivado del pK18mob Este estudio.

AlacZ::mlr7636 (267pb) para interrupcion
del gen sod por doble recombinacion
homologa.

Km": kanamicina resistente, Cm": cloranfenicol resistente y Tc": tetraciclina resistente.
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2.3 Condiciones de cultivo de bacterias y plantas.

Las cepas bacterianas de M. loti y S. meliloti se cultivaron aerobicamente en medio
nutritivo YEM (apendice) a 28 °C. Las cepas de E. coli se cultivaron en medio LB a 37 °C. Los
medios TY, TY modificado y el Medio minimo B- (descriptos en el apéndice) fueron utilizados
para las conjugaciones biparentales y triparentales. Cuando fue necesario se agregaron los
antibioticos en la siguiente concentracion final: Tetraciclina (Tc¢) 20 pg/mL y Kanamicina (Km)
25 pg/mL.

Las semillas de L. japonicus y M. sativa fueron escarificadas con H2SO4 17 M por 5 min,
desinfectadas con NaClO comercial, (55 g/L) al 10 % por 10 min y enjuagadas con agua estéril.
Se las dej6 embebiendo por dos horas y fueron incubadas en cdmara himeda sobre papel
embebido con agua estéril a 37 °C. Luego de 48 h las plantulas fueron trasplantadas a pouches
y regadas con medio B y D (Broughton y Dilworth, 1971) con bajo contenido de nitrégeno

(apéndice).

2.4 Medicion del crecimiento bacteriano.

El crecimiento microbiano en cultivo liquido se estimo siguiendo el cambio en la turbidez
de la suspension bacteriana por espectrofotometria en unidades de densidad dptica (DO) en
espectrofotdmetro (Beckman Coulter DU640B) a una longitud de onda de 600 nm. Las curvas
de crecimiento se realizaron por triplicado con agitacion orbital constante a 160 rpm a 28 °C.
Para obtener la correspondencia entre la DO y el nimero de células se realizd una curva estandar

entre unidades formadoras de colonias (UFC) por mL y DOsoo.

2.5 Estrés salino y osmético en M. loti y L. japonicus.

Los ensayos de crecimiento de M. loti en estrés salino fueron realizados adicionando 150
mM NaCl al medio de cultivo YEM. Esta concentracion fue seleccionada debido a que
concentraciones superiores comprometen seriamente el crecimiento de L. japonicus (Melchiorre
et al., 2009). Por otro lado, polietilenglicol 8000 (PEG), fue utilizado para generar el estrés
osmotico equivalente al ejercido por NacCl, sin efecto idnico. La correlacion entre los potenciales
osmoticos desarrollados por NaCl y PEG se establecieron usando un psicrometro de termopar

(C-52, Wescor, Logan) y un microvoltimetro HR-33T Dew Point Microvoltmeter (Wescor,
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Logan). Para ello se midieron las presiones osmaticas de diferentes soluciones de NaCl 25, 50 ,
100, 150 y 200 mM a 25 °C y se ajustaron las soluciones de PEG8000 hasta lograr las presiones

osmoticas equivalentes detalladas en la tabla 2.1 (Parola, 2007).

Tabla 2.2: Concentraciones de soluciones de NaCl y PEG 8000 con presiones osmoticas
equivalentes.

NaCl (mM) (-) Mpa PEG 8000 (%)  (-) Mpa
25 0,47 5,0 0,44
50 0,55 8,5 0,55
100 0,66 11,3 0,66
150 0,85 15,0 0,84
200 1,06 18,5 1,06

2.6 Actividades enzimaticas.

2.6.1 Actividad Superoxido dismutasa.
Fue determinada segun lo descripto por Beauchamp y Fridovich (1971). Una unidad SOD

fue definida como la cantidad de enzima capaz de inhibir al 50 % la fotoreduccion del nitroblue
tetrazolium (NBT), usando riboflavina y luz de 360 nm como fuente de superoxido. La mezcla
de reaccion estuvo compuesta por buffer K:HPO4 50 mM pH 7,8; 777 pM metionina, 448 uM
NBT; 0,54 uM EDTA y 3,32 uM riboflavina. En ausencia de enzima (testigo) la mezcla fue
calibrada para alcanzar un valor de DOsgo= 0,41 medida en espectrofotometro Beckman Coulter
DU640B, luego de 11 min de incubacion en luz con longitud de onda = 360 nm a 25 °C. Se
utilizaron aproximadamente 4 g de extracto proteico bacteriano para medir la actividad SOD.

2.6.2 Actividad Catalasa.
Se determin6 en espectrofotometro midiendo la desaparicién de H2O. a partir de la

disminucion de absorbancia a 240 nm por el lapso de 1 min a 37 °C. Se utilizd para un volumen
de 1 mL de reaccion, buffer KzHPO4 pH 7,4 50 mM (CF), H202 5 mM (CF), 20 pL de extracto

celular y H20 para llevar a volumen final.

2.6.3 Actividad Glutation reductasa.
Se determind espectrofotométricamente segun lo propuesto por Shaedle y Bassham

(1977), siguiendo el decrecimiento en la absorbancia 340 nm, inducido por la oxidacion del
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NADPH a 37 °C. La mezcla de reaccion para 1 mL volumen final estuvo compuesta por: buffer
Tris-HCI 50 mM pH 7.8 NADPH 0.15 mM, GSSG 0.5 mM, MgCl> 3 mM, EDTA1 mM y 20

ML de muestra. Las unidades GR se expresan como pumoles de NADPH oxidado por min.

2.7 Zimogramas.

2.7.1 Zimogramas de SOD.
La actividad SOD se observo en electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones

no desnaturalizantes (ND-PAGE). El gel se incub6 en una solucion de 2,5 mM de NBT en agua
durante 25 min. Se enjuagaron los geles con agua destilada y se realiz6 una segunda incubacién
en 20 mL de buffer KH2PO4 25mM pH 7,8; TEMED 10 mM vy riboflavina 3,32 M por 20 min.
Para el revelado, los geles fueron enjuagados con agua destilada y fueron expuestos a luz blanca
hasta la visualizacion de las bandas por el desarrollo de azul de formazan, excepto en las zonas
del gel en donde esté presente la enzima. Para el revelado de la actividad MnSOD los geles ND
fueron incubados previamente en una solucion de H20. 20 mM durante 30 min. Luego de este

tiempo se enjuagaron los geles con agua y se procedio al revelado de SOD.

2.7.2 Zimogramas de CAT.
Para el revelado de la actividad catalasa en ND-PAGE se realizaron tres lavados de 15

min con agua. Luego se realiz6 una incubacion con H202 10 mM durante 20 min a temperatura
ambiente y se enjuago6 con abundante agua. Finalmente se vertieron sobre el gel las soluciones
de Fe(11)Cl3 1 % y CeNsFeKz 1 % preparadas separadamente y luego mezcladas en una relacion
1:1. Se incubo el gel por 5 min hasta lograr la visualizacion de las bandas. La reaccion se detuvo

enjuagando el gel con agua.

2.7.3 Zimograma de GR.
El revelado de GR en ND-PAGE se llevd a cabo con 10 mL de solucion de revelado

conteniendo concentraciones finales Tris-HCI pH8 250 mM, EDTA 3 mM, MgCl> 3 mM, GSSG
4mM, NADPH 0,3 mM, DPIP 1 mg y 1 mg de MTT. La incubacion se llevo a cabo hasta

evidenciarse la actividad enzimatica.

2.8 Ensayo de nodulacidn y aislamiento de rizobios a partir de ndédulos radicales.

Semillas de L. japonicus ecotipo MG20 o M. sativa variedad PROINTA Super Monarca

fueron desinfectadas y germinadas como se indicd mas arriba. Las plantulas de dos dias fueron
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trasplantadas a sobres para cultivo de plantas (pouches) con medio ByD sin nitrogeno
(Broughton y Dilworth, 1971), (10 plantulas por sobre) y crecidas en cAmara de cultivo con
fotoperiodo de 16 h, intensidad de luz de 150-200 pmoles/m?/s mantenidas a una temperatura
de 26 + 2 °C.

Plantulas de 5 dias de L. japonicus y M. sativa fueron inoculadas con 300 pL de un cultivo
de M. loti y S. meliloti crecidas en medio YEM y T respectivamente, en fase exponencial tardia
de crecimiento (DOgoo= 1).

Las bacterias recolectadas por centrifugacion a 3500 xg por 10 min fueron lavadas dos
veces con agua destilada estéril, y el pellet bacteriano fue resuspendido en 3 mL de agua. Para

cada tratamiento, se inocularon 9 plantas.

Cuando fue necesario recuperar los rizobios a partir de nodulos, éstos fueron cosechados
a los 25 dias post inoculacion (dpi), siendo separados de la raiz (dejando aproximadamente 1
mm de tejido radical proxima al nddulo). Los nddulos fueron desinfectados superficialmente
con hipoclorito de sodio al 5 % por 10 min en agitacion suave y luego se enjuagaron 10 veces

con agua en condiciones estériles.

Los nodulos fueron macerados en placa de Petri con vara de vidrio manteniendo las
condiciones de esterilidad. Dicho macerado fue utilizado para sembrar en estrias por
agotamiento con ansa en rulo en medio sélido TY modificado suplementado con antibiético

apropiado.

2.9 Evaluacién de la simbiosis en estrés salino.

Los ensayos de simbiosis en estrés salino fueron llevados a cabo en pouches embebidos
con medio ByD complementados con 150 mM NaCl para M. loti y 200 mM NaCl para M. sativa.
Pasadas las 24 horas, se reemplazo el medio nutritivo ByD por ByD suplementado con NaCl y
se inocularon 48 horas més tarde como se describio més arriba con cultivos bacterianos crecidos

con el antibidtico apropiado.

2.10 Transformacién de rizobios por conjugacion biparental.
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Se cultivaron las cepas de E. coli S17-1 transformadas por electroporacion con los
plasmidos pFAJ1708 y pFAJsod, en medio LB con Tc 10 pg/mL. Al mismo tiempo, las células
receptoras de S. meliloti 2011 fueron crecidas en medio minimo TY. Los distintos cultivos
fueron incubados a 37 °C 0 28 °C hasta una DOsoo de 0,8 para E. coli, y una DOeoo de 0,6 para
los rizobios. Los cultivos fueron centrifugados a 4.500 xg, lavados tres veces con buffer PBS
estéril (apéndice) y resuspendidos en 300 pL de la misma solucion.

Para las conjugaciones se depositaron 50 uL de cada una de las cepas (una sobre la otra)
en placa de Petri con medio TY sin antibiotico e incubadas a 28 °C durante 48 horas. Los rizobios
transconjugantes fueron seleccionados en medio TY suplementado con Tc 20 pg/mL y con rojo
Congo para su identificacion por la coloracién diferencial que no es adquirida por los rizobios.

2.11 Amplificacion de ADN

La amplificacion de genes por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevo a cabo
utilizando como molde el ADN cromosémico de la cepa M. loti MAFF303099 o ADN
plasmidico. Para las mezclas de amplificacidn se us6 una concentracion de primers de 0,25 uM
de cada uno; MgClz 2 mM; dNTPs 0,2 mM; buffer Taqg 10X; Taqg polimerasa 0,05 U/uL y agua

Mili-Q estéril para completar un volumen final de 20 pL.

2.12 Disefio de oligonucleétidos.

Los oligonucleo6tidos mostrados en la tabla 2.3 fueron disefiados a partir de la secuencias
del gen codificante para SOD, mlr7636 segun el genoma de M. loti MAFF303099 publicado en
http://genome.kazusa.or.jp, con excepcién de los oligonucleétidos PFAJ2Fw y PFAJ2RvV que
fueron disefiados sobre un fragmento de 477 nucle6tidos obtenido en los secuenciamientos del
vector pFAJsod, y fueron utilizados para la deteccion de insertos en el sitio de multiple clonado
del vector pAJ1708.

Tabla 2.3: Secuencias de los oligonucledétidos utilizados.

Oligonucledtidos Secuencia Fuente
(5 -3)

SOD-Xbal-Fw ATATTCTAGACCACGAGGGAGTACTACCCATGG  Este estudio.
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SOD-BamHI-Rv  ATATGGATCCTCACTTTGCCTTTTCGTAGAGC Este estudio.

SODmtFw ATATGAATTCTCGACAATGGCAACAAGCTGGC  Este estudio.
SODmtRv ATATGGATCCAACCGAACTGCGTCGTGC Este estudio.
PFAJ2FwW TAAAGGGAAAGCGGAACACGTAG Este estudio.
PFAJ2Rv CCCATCGCTTTCCACAACG Este estudio.
M13 Fw (-20) GTAAAACGACGGCCAGT Universal.
M13 Rv (-24) AACAGCTATGACCATG Universal.

Los oligonucledtidos fueron disefiados teniendo en cuenta los parametros descriptos por
Sambrook y Russell (2001), y analizados con el programa AmplifX 1.1.4 con los parametros
por defecto.

2.13 Construccion de vector pFAJsod para la sobreexpresion constitutiva del gen sod.

El plasmido pFAJsod para la sobreexpresion constitutiva del gen sod (mlr7636) de M. loti
se obtuvo mediante la amplificacién y clonado de un fragmento de 639 pb a partir de ADN
gendmico de M. loti MAFF303099. Para la amplificacion se utilizd la enzima Pfx polimerasa
(Invitrogen), la cual posee actividad exonucleasa 3’-5’ con el juego de primers SOD-Xbal-Fw
y SOD-BamHI-Rv disefiado a partir de las secuencias corriente arriba y corriente abajo del gen
mlr7636 obtenidas en la base de datos genome.microbedb.jp/rhizobase.

El producto de PCR de 639 pb con extremos romos fue ligado al vector pK18mob
previamente digerido con la enzima de restriccion Smal. Los extremos romos generados por
esta enzima de restriccion permitieron la ligacion del fragmento recombinante e interrumpio el
gen lacZ, lo que una vez transformados en celulas de E. coli DH5a permiti6 la seleccion de los
clones recombinantes con el plasmido pK18mob::sod.

La presencia de la secuencia del gen mlr7636, se evalu6 inicialmente usando los primers
universales M13. EIl sentido del inserto en los clones recombinantes pK18sod se evalud
utilizando el juego de primers M13 Fw/SOD-BamHI-Rv (Figura 2.1). De los clones
seleccionados se procedio a subclonar un fragmento de 631 nucleotidos escindido con las
enzimas Xbal y BamHI (Figura 2.2 A) y el plasmido pFAJ1708 (Dombrecht et al., 2001)

digerido con las mismas enzimas (Figura 2.2 B).
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El fragmento escindido y el plasmido linealizado fueron purificados a partir de una corrida

electroforética en gel de agarosa y ligados con la enzima T4 ADN ligasa.

pk18sod

[M13 Fw )| sop-xbal-fw |

Sr—H sodA >—3.
— —
Xbal \
[SOD-BamHI-Rv | BamHi

Figura 2.1: Esquema del sentido de clonado del gen sodA en el vector pK18sod en donde se
muestra la ubicacion del primer M 13 forward hacia el extremo 5’ de sod.

A Hindill Xbal BamHl Ascl  Nofi  Hpal

AGCCCGCCTAATGAGCGGGCTTTTTTTTGGCGCGAAGCTTTCTAGAGGATCCGGCGCGCCGCGGCCGCGTTAAC
. =

Fsel Pmel Psfi EcoRl Sacl Kpnl

GGCCGGCCGTTTAAACCTGCAGGAATTCGAGCTCGGTACCAACAAAAAAAAGCCCGCTCATTAGGCGGGET

4

B

pFAJ1708 "

(10869)

Figura 2.2: A) Secuencias para enzimas de restriccion del sitio de mdltiple clonado del
plasmido pFAJ1708. B) Mapa fisico del plasmido pFAJ1708. Esquemas tomados de

Dombrecht et al. (2001).

2.14 Construccion del vector pSODmut para la mutacion del gen mir7636.

La base del vector pSODmut para la mutacion del gen mIr7636 de es el vector suicida

pK18mob. Este plasmido posee un sitio de multiple clonado en el gen lacZ corriente abajo de
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una secuencia de unidn a ribosoma que se corresponde a genes fix y nif de R. leguminosarum.
Corriente abajo del sitio de multiple clonado contiene codones de parada en todos los marcos
de lectura para prevenir posibles fusiones traduccionales.

Un fragmento de 267 nucle6tidos fue amplificado por PCR a partir del gen mir7636 con
los primers SODmtFw y SODmtRv que incorporan los sitios EcoRI y BamHI en los extremos
5’ y 3’ respectivamente. Los fragmentos amplificados y el vector fueron digeridos con

EcoRI/BamHI para hacer las respectivas ligaciones a fin de obtener los vectores pSODmut.

2.15 Restricciones enzimaticas de ADN.

Las digestiones del ADN plasmidico y genémico con las diferentes endonucleasas de
restriccion (Fermentas), se realizaron en un volumen final de 20 pL en las condiciones
recomendadas por los fabricantes. La inactivacion de las enzimas fue realizada incubando la

reaccion a 70 °C por 10 min.

2.16 Extraccion de proteinas totales.

Las bacterias fueron cultivadas en 3 mL de medio de cultivo hasta alcanzar una DOsoo
aproximada a 1. Los cultivos fueron centrifugados y lavados dos veces con buffer KH2PO4 50
mM pH 7,8. Finalmente las bacterias fueron resuspendidas en 300 uL del mismo buffer. La
suspension bacteriana fue sonicada en bafio agua-hielo utilizando la micropunta del equipo
Ultrasonic Vibracell VCX600. Las condiciones de sonicado para células de E. coli fueron:
pulsos de 2 s, con una interrupcion de 3s. El tiempo de sonicado total fue de 40s y se utilizé una
amplitud de 30 %. Para el sonicado de células de M. loti se usé el siguiente programa: pulsos de
3 s con descanso de 3 s por un tiempo de 2 min a una amplitud de 33 %. Los extractos fueron
centrifugados a 4 °C por 20 min a 13.000 xg obteniendo en el sobrenadante el extracto proteico

soluble.

2.17 Extraccion de proteinas periplasmicas.
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Las células fueron cultivadas en 100 mL de cultivo liquido hasta una DOsgo de entre 0,3
y 0,5. Se cosecharon las células por centrifugacion a 15.000 xg por 10 min a 4 °C y se
resuspendieron en 10 mL de solucion fisioldgica NaCl 0,9 % (P/V). La preparacion de las
proteinas periplasmicas por shock hipoosmatico se realizé segun el procedimiento de Neu y
Heppel (1965) sin el agregado de EDTA. Brevemente, las células fueron resuspendidas en 2 mL
de solucién hiperosmotica [sacarosa 20 % (P/V) en Tris-HCI 30 mM pH 8.0] con 0,2 U/mL de
lisozima. La suspension bacteriana fue incubada en hielo durante 1 h. Finalmente se agregaron
2 mL de agua destilada a 4 °C y se centrifugaron las muestras a 14.000 xg durante 30 min

recuperando el sobrenadante con las proteinas periplasmicas.

2.18 Identificacion de SOD por Western blot.

Cultivos bacterianos de 100 mL fueron tratados para la obtencion de extracto periplasmico
mientras que las proteinas totales fueron obtenidas a partir de 6 mL cultivo mediante lisado por
sonicado. Los extractos fueron mezclados con buffer de siembra con 5 % de B-mercaptoetanol
y calentados a 100 °C durante 5 min. Las muestras se sembraron en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 12 %. Las proteinas se transfirieron a membranas
de nitrocelulosa a 100 V durante 2 h. Para evitar uniones inespecificas entre el anticuerpo
primario y las proteinas retenidas en la membrana, se realiz6 un blogueo de esta Gltima con la
solucidn tris buffer salino (TBS) 1X, conteniendo 0,1% Tween 20 y 5 % albdmina sérica bovina
(BSA) durante dos horas con agitacion y a temperatura ambiente. El anticuerpo primario (Tabla
2.4) se agreg6 en solucién de bloqueo TBS 1X, 0,1 % Tween 20, 5 % BSA a 4 °C durante 16 h.
Después de cuatro lavados de 10 min a temperatura ambiente con TBS 1X, 0,1 % Tween 20, la
membrana se incubd con el anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa alcalina, disuelto en
la solucion de bloqueo durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron cuatro
lavados de 10 min con TBS 1X, 0,1 % Tween 20 a temperatura ambiente. Luego de la
incubacion con el anticuerpo secundario (Tabla 2.5), la membrana se lavé dos veces con TBS
1X, 0,1 % Tween 20 durante 10 min, y se incubd en oscuridad con una mezcla de NBT (5
mg/mL) y BCIP (5 mg/mL) en buffer para fosfatasa alcalina (Tris-Cl 100 mM pH 9,5, MgCl> 5
mM y NaCl 100 mM). La reaccidn se desarroll6 en oscuridad y a temperatura ambiente hasta la

deteccidn de las bandas.
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Tabla 2.4: Anticuerpos primarios y secundarios usados para Western blot.

Proteina Anticuerpo Especie Dilucion
Anti FeSOD Agrisera (primario) Conejo 1:1500
FeSOD i i _
Anti-rabbit AP (secundario) Cabra 1:5000
Anti MnSOD (SOD2) Santa Cruz (primario) Cabra 1:1500
MnSOD ) _ i
Anti Goat AP (secundario) Conejo 1:5000
Anti CuzZnSOD Conejo 1:1500
CuZn-SOD i i i
Anti-rabbit AP (Secundario) Cabra 1:5000

2.19 Cuantificacion de proteinas.

La estimacion de proteinas totales se realiz6 segun Lowry et al. (1951), utilizando BSA

como estandar de calibracion.

2.20 Electroforesis de proteinas en geles desnaturalizantes.

La electroforesis de proteinas (PAGE) en condiciones desnaturalizantes se realizé en geles
de poliacrilamida segun el método de Laemli (1970), utilizando geles de acrilamida de 12 % en
presencia de SDS. La electroforesis en condiciones no desnaturalizantes se realizo de la misma
manera pero omitiendo el SDS en todas las soluciones. Los geles se tifieron con azul de

Coomassie R-250 segun el método de (Meyer y Lamberts, 1965).

2.21 Electroforesis en geles nativos ND-PAGE.

La separacion de proteinas por electroforesis en condiciones no desnaturalizantes (ND-
PAGE) se realizd en un sistema de gel discontinuo conformado por un poro grueso compuesto
por acrilamida: bisacrilamida 10:0,2 al 4 % P/V, y un poro fino realizado con acrilamida 30:0,8
al 13 % P/V. El buffer de corrida Tris Glicina pH 8,3 10 X fue preparado con 30 g de Tris base
y 144 g de glicina en un volumen final de 1000 mL. Se sembraron 15 pg de proteinas totales en
buffer muestra 4 X para cada ensayo. Para 8 mL de buffer muestra 4 X se mezclaron 6,2 mL de
agua destilada, 1 mL de buffer Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 y 0,8 mL de glicerol. Para los

zimogramas, la corrida electroforética se realiz6 a 4 °C.
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2.22 Calculo del peso molecular de proteinas.

Iméagenes fotograficas de los geles fueron captadas con cdmara réflex Nikon D3100. Los
pesos moleculares de las bandas de interés, en geles SDS-PAGE, fueron calculados con software
ImageJ a partir de la calibracién con los pesos moleculares del marcador de peso molecular.

Este calculo fue realizado de forma individual para cada gel.
2.23 Anélisis de la estructura primaria de la secuencia mir7636.

Para la identificacion de péptido sefial en la secuencia aminoacidica se utilizaron las
herramientas bioinformaticas SignalP 4.1 para bacterias Gram negativas (Petersen et al., 2011),
TatP 1.0 (Bendtsen et al., 2005), TATFIND y SignalP 4.1 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Los analisis de prediccion fueron realizados
aplicando los modelos networks (NN) y hidden Markov (HMM) para bacterias Gram-negativas.
La identificacion de las proteinas homologas a SOD se realiz6 usando la informacion disponible
en http://genome.annotation.jp/rhizobase con el programa BLASTP, utilizando el algoritmo
PSI-BLAST (del inglés Position-Specific Iterated BLAST) en el sitio web del NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLASTp/).

2.24 Determinacién de tolerancia a estrés oxidativo.

La tolerancia a ‘O2 se evalué determinando la viabilidad (UFC/mL) de cultivos
bacterianos expuestos durante 30, 60 y 120 min a 1 mM de H20, y a ‘O2" generado por la
oxidacion de xantina por la enzima xantina oxidasa (Melillo et al., 2009). Se cultivaron las
bacterias hasta una DOewo= 0,5 en medio YEM. Las bacterias fueron centrifugadas y
resuspendidas en buffer PBS estéril a una concentracion de 1x10° UFC/mL vy tratadas con
hipoxantina 250 puM y xantina oxidasa 0,1 U/mL a 28 °C. Para discriminar el efecto de ‘O, del
de H20> generado por la actividad SOD, se afiadio catalasa bovina (1 U/mL) a la reaccién de
hipoxantina/xantina oxidasa. En todos los tratamientos se realiz6 el recuento de colonias en

medio TY pasadas 48 h de incubacion.

2.25 Evaluacion del crecimiento de plantas.

El crecimiento de las plantas fue evaluado en condicion control en medio ByD y también
en presencia de NaCl utilizando 150 mM y 200 mM para L. japonicus y M. sativa
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respectivamente. Transcurridos 25 dias de la inoculacion con los rizobios, se determinaron las
variables altura de la planta, longitud radical, peso fresco y seco de parte aérea (PFA y PSA),
peso fresco y seco radical (PFR y PSR).

Al momento de la cosecha, se tomé la altura y longitud radical. Posteriormente se separd
la parte aérea de la radical, y una vez pesado el tejido fresco, se coloco individualmente en
sobres de papel en estufa a 70 °C durante 72 h para obtener el peso seco.

El estado hidrico de las plantas fue estimado en términos de contenido hidrico (CH),
expresado como porcentaje del peso freso (PF) segun la formula: CH (%) = [(PF-PS) / PF] x
100 siendo PF: peso fresco y PS: peso seco (Azcon-Bieto y Taldn, 2013).

2.26 Analisis filogenético.

La construccion del arbol filogenético se realizo6 a partir de las secuencias aminoacidicas
que presentaron valores de identidad superiores a 50 % con la secuencia SOD de M. loti
MAFF303099. Las secuencias fueron alineadas utilizando el programa Lasergene 8.0.2 software
package (DNASTAR, Inc., Madison, WI, USA). Un andlisis filogenético fue realizado con el
software Mega 5.2 (Tamura et al., 2011) por el método de distancia del vecino mas
cercano Neighbor-Joining producido por méaxima probabilidad, modelo GTR (general time

reversible) con G+l (invariant sites and distributed range) y 1000 repeticiones.

2.27 Andlisis estadistico.

Los resultados se expresaron como la media aritmética + error estandar de las réplicas
independientes. En los analisis de los ensayos de inoculacién con las cepas sobreexpresoras en
condiciones control y de estrés salino, se considero el efecto del tratamiento y la interaccion
cepa por tratamiento. Los test de diferencias de medias (DGC) se realizaron utilizando el
programa InfoStat/Profesional ver. 2013p, Grupo InfoStat, Facultad de Ciencias Agropecuarias.

Universidad Nacional de Cérdoba. Argentina, (Di Rienzo et al., 2011).
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Capitulo 3: Efecto del estrés salino y osmético sobre la induccion de enzimas antioxidantes
de M. loti y generacién de plasmido para la sobreexpresion de SOD
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En este capitulo se muestran en primer lugar los resultados de la influencia de los estreses
salino y osmotico sobre el crecimiento y las actividades enzimaticas antioxidantes de M. loti, y

posteriormente la construccion del vector para la sobreexpresion y mutacion del gen mlr7636.

3.1 Efecto del estrés salino y osmotico sobre el crecimiento de M. loti.

Los cultivos de M. loti MAFF303099 crecidos en medio YEM en condiciones de estrés
salino (150 mM NaCl) y de estrés osmotico (15 % PEG) presentaron curvas de crecimiento
diauxico con la ocurrencia de una segunda fase lag entre las 40 y 48 h de incubacién tanto en la
condicion control, como en ambos estreses (Figura 3.1). Sin embargo, a pesar de que en los tres
tratamientos se encontr6 el mismo comportamiento diduxico, se pudo observar que el

crecimiento de M. loti se vio fuertemente afectado por el estrés osmotico.
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Figura 3.1: Crecimiento de M. loti en medio YEM en condiciones de estrés salino causado
por 150 mM NaCl y de estrés osmotico generada por PEG 15 %. Los datos representan la
media + E.E. de tres repeticiones. n=3:

3.2 Efectos del estrés salino y osmotico sobre el sistema antioxidante enzimatico de M. loti
MAFF303099.

28



La evaluacién de la actividad del sistema antioxidante enzimatico de M. loti se realizé a

las 72 h de crecimiento. Se determinaron las actividades SOD, CAT y GR.

La actividad especifica SOD (Ae SOD) mostrd un incremento significativo de 3,8 veces
en presencia de NaCl 150 mM. Por el contrario, los valores de Ae SOD se redujeron 0,4 veces
en estrés osmotico respecto al control sin estresar (Tabla 3.1). La actividad Ae CAT mostré un
incremento significativo de 2,5 y 3,5 veces, en presencia de NaCl 150 mM y PEG
respectivamente. Por ultimo, la Ae GR no mostrd diferencias significativas respecto al control

en los tratamientos aplicados (Tabla 3.1).

Tabla 3.1: Actividad de las enzimas antioxidantes CAT, SOD y GR de M. loti.

Condicion Ae CAT Veces AeSOD Veces AeGR  Veces
Control 0.02+0.00a 1,0 0.32+0.02a 10 0.03x0.00a 1,0
NaCl 150 mM 0.05+0.01b 2,5 1.23+0.05b 3,8 0.04+0.00a 1,3
PEG 15 % 0.07+0.01b 355 0.13+0.02c 0,4 0.04£0.00a 1,3

Los valores representan la media + E.E. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0.05 DGC test). n=3.

3.3 Sobreexpresion de SOD.

Para sobreexpresar la SOD en M. loti, se clono el gen sod de M. loti MAFF303099
(mlr7636, Unico gen encontrado en el genoma secuenciado y publicado de esta cepa que codifica
para una proteina con actividad SOD) en el vector de expresion pFAJ1708 (Dombrecht et al.,
2001). Este plasmido porta el promotor constitutivo del gen de resistencia a neomicina
denominado ntpll seguido por un sitio de mdltiple clonado. Por PCR de ADN gendmico se
obtuvo un producto de amplificacion de aproximadamente 639 pb que contiene el gen mir7636

(Figura 3.2).
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639 pb

Figura 3.2: Amplificacion de sod por PCR a partir de ADN genémico de M. loti MAFF303099.

1) Marcador de peso molecular. 1-3) producto de amplificacién de aproximadamente 639 pb.

El fragmento de 639 pb pudo ser ligado al vector pK18mob previamente digerido con la
enzima de restriccién Smal interrumpiendo el gen lacZ, obteniendo el plasmido pK18mob:sod
(Figura 3.3). La interrupcién del gen lacZ permitié la seleccion de clones recombinantes a partir
de colonias blancas de E. coli DH5a transformadas y crecidas en medio con X-Gal e IPTG. Por
otro lado, la presencia de secuencias de reconocimiento para los primers universales M13 que
flanquean al sitio de multiple clonado (SMC) permitieron el analisis por secuenciamiento del

fragmento recombinante.
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Figura 3.3: Esquema de clonado del gen mIr7636 de M. loti MAFF303099 en el vector
pK18mob en el sitio Smal. A) Mapa fisico del vector pK18mob con el SMC ubicado en el gen
lacZ. B) Detalle del SMC del vector pK18mob antes de la digestion con Smal y clonado del
inserto. C) Esquema de la integracion del inserto en el sitio Smal del SMC. Con * se muestran
los sitios de corte introducidos con los primers.

El anélisis in silico por medio de BLASTN aplicado a la secuencia del inserto clonado en
el vector pK18::sod secuenciado con los primers universales M13 permitié confirmar que el
fragmento clonado de 639 pb en el vector pK18sod se corresponde con la secuencia del gen
mlr7636 de M. loti MAFF303099 publicada en el banco de datos de Rhizobase (Fujisawa et al.,
2014). La comparacion de la secuencia obtenida con la publicada arroj6 un 100 % de

concordancia (Figura 3.4).
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ATGGCTTTTGAATTGCCCGCTCTGCCCTACGACTATGAGGCCTTGCAGCCTTACATGTCG
AAAGAGACGCTGGAATATCACCACGACAAGCATCACAAGGCCTATGTCGACAATGGCAAC
AAGCTGGCTGCCGAGGCCGGAATGGGTGATCTGTCGGTCGAAGAGGTGGTCAAGCAGTCG
TTCGGCAAGAATGCCGGTCTCTTCAACAATGCCGCGCAGCACTACAATCACATCCATTTC
TGGAAGTGGATGAAGAAGGGCGGCGGCGGCAACAAGCTGCCGGCCGCGCTGCAGAAGGCT
TTCGACAGCGATCTGGGCGGCTACGACAAGTTCAAGGCTGATTTTGTCGCCGCCGGCACG
ACGCAGTTCGGTTCGGGCTGGGCCTGGGTGTCCGTCAAGGACGGCAAGCTGGCGATCTCG
AAGACCCCGAACGGCGAAAATCCGCTCGTTCATGGCGCCTCACCGATCCTCGGCGTCGAC
GTCTGGGAACACTCCTATTACATCGACTACCGCAACGCCCGCCCGAAATATCTCGAGGCC
TTCGTCGACAGCCTGATCAACTGGGATCATGTGCTGGAGCTCTACGAAAAGGCAAAGTGA

Figura 3.4: Secuencia del gen mIr7636. Se muestran los 600 pb del gen. En negrita el codon
de inicio y el de parada.

Con el primer par de primers se pudieron identificar los clones recombinantes pK18sod 1
y 6 que contenian el inserto de interés en el sentido correcto (Figura 3.5 A). Paralelamente, este
resultado fue corroborado, con la combinacién de primers M13 Fw y SOD-Xbal-Fw que
amplifican una secuencia de aproximadamente 600 pb cuando el inserto tiene la orientacion
inversa (pK18sod identificados como 2°, 3> y 4”) (Figura 3.5 B). Por lo tanto los clones 1y 6
fueron utilizados como molde para la obtencion del gen sod flanqueado con los sitios Xbal y
BamHI.

El vector pFAJsod, se obtuvo subclonando el fragmento conteniendo SOD a partir del
plasmido pK18sod digerido con las enzimas Xbal/BamHlI, en el vector pFAJ1708 previamente

digerido con las mismas enzimas de restriccion.

32



M13 Fw / SOD-BamHI-Rv

39 4’ 59

M13 Fw / SOD-Xbal-Rv

Figura 3.5: Identificacion de clones pK18sod con inserto en el sentido correcto. Electroforesis
de fragmentos amplificados por PCR a partir del vector pK18sod. En las calles superiores (A)
se muestran los productos de amplificacion obtenidos con el primer universal M13 Fw vy el
primer especifico SOD-BamHI-Rv: M) Marcador de PM ADN Sc3 digerido con la enzima
Hindlll. 1 y 6 muestran los productos de amplificacion en la orientacion y tamarfio esperado. En
las calles inferiores (B) se muestran los productos de amplificacion en las calles 2°, 3’ y 4’ con

el juego de primers M13Fw y SOD-Xbal-Fw indicando la orientacion inversa del inserto.

Finalmente, los plasmidos recombinantes fueron identificados por PCR utilizando los
primers especificos para sodA. Dos clones recombinantes fueron obtenidos: pFAJsod clon 4 y
pFAJsod clon 9, los cuales fueron posteriormente corroborados por secuenciamiento con los
primers especificos para sodA (Figuras 3.6 y 3.7).

Como resultado de la secuenciacion, fue posible conocer los 443 nucle6tidos corriente

arriba y 59 nucleétidos corriente abajo propias de la secuencia del plasmido pFAJ1708 que se
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encuentran flanqueando al marco de lectura del gen mlr7636. Esta informacion es de suma
importancia teniendo en cuenta que el plasmido pFAJ1708 no estd secuenciado y que solo se
conoce su sitio de multiple clonado. Conocer la secuencia que flanquea al inserto permitio
corroborar que nuestro inserto se encontraba en marco de lectura con el promotor ntpll y
también permiti6 el disefio de primers sobre el plasmido para la basqueda de clones de M. loti

recombinantes con sobreexpresion homdloga luego de la transformacion con pFAJsod.

3 'P\f:»obc
3 §

M1 2345 67 M89 101112 - +

S e Y e M oss G @B

Figura 3.6: Amplificacion de mlr7636 del vector pFAJsod. Electroforesis en gel de agarosa
del gen sod amplificado por PCR a partir del producto de ligacion pFAJ1708 con sodA. M)
Marcador de PM ADN Sc3 restringido con la enzima HindlIlIl. 4 y 9) clones positivos para
sodA en pFAJsod (clones 4y 9).
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GTTATGACCATGATTAACGCCAAAGCTGGGCGCGTTAAGCCCGGCTAATGAGCGGGCT
TTTTTTTGGCGCGAKE?%TCACGCTGCCGCAAGCACTCAGGGCGCAAGGGCTGCTAAA
GGGAAAGCGGAACACGTAGAAAAGCCAGTCCGCAGAAACCGGTGCTGACCCCCGGATG
AATGTCAGCTACTGGGCTATCTGGACAAGGGAAAACGCAAGCGCAAAGAGAAAGCAGG
TAGCTTGCAGTGGGCTTACATGGCGATAGCTAGACTGGGCGGTTTTATGGACAGCAAG
CGAACCGGAATTGCCAGCTGGGGCGCCCTCTGGTAAGGTTGGGAAGCCCTGCAAAGTA
AACTGGATGGCTTTCTTGCCGCCAAGGATCTGATGGCGCAGGGGATCAAGATCTGATC
AAGAGACAGGATTé%iEACCACGAGGGAGTACTACCCXTGGCTTTTGAATTGCCCGCT
CTGCCCTACGACTATGAGGCCTTGCAGCCTTACATGTCGAAAGAGACGCTGGAATATC
ACCACGACAAGCATCACAAGGCCTATGTCGACAATGGCAACAAGCTGGCTGCCGAGGC
CGGAATGGGTGATCTGTCGGTCGAAGAGGTGGTCAAGCAGTCGTTCGGCAAGAATGCC
GGTCTCTTCAACAATGCCGCGCAGCACTACAATCACATCCATTTCTGGAAGTGGATGA
AGAAGGGCGGCGGCGGCAACAAGCTGCCGGCCGCGCTGCAGAAGGCTTTCGACAGCGA
TCTGGGCGGCTACGACAAGTTCAAGGCTGATTTTGTCGCCGCCGGCACGACGCAGTTC

GGTTCGGGCTGGGCCTGGGTGTCCGTCAAGGACGGCAAGCTGGCGATCTCGAAGALCCC
CGAACGGCGAAAATCCGCTCGTTCATGGCGCCTCACCGATCCTCGGCGTCGACGTCTG
GGAACACTCCTATTACATCGACTACCGCAACGCCCGCCCGAAATATCTCGAGGCCTTC
GTCGACAGCCTGATCAACTGGGATCATGTGCTGGAGCTCTACGAAAAGGCAAAGTGAG

BamHlI
GATCCGGCCGTTGTGGAAAGCGATGGGCTTGCCAGCGTCCGCTTGCACGGCGTCGTAA

Figura 3.7: Fragmento de secuencia que muestra la ubicacion de sodA en el vector pFAJsod
corriente abajo del promotor nptll. El sitio +1 indica el inicio de la transcripcion, en negrita se
destacan el coddn de inicio y de parada respectivamente. Entre los sitios Hindlll y Xbal se
encuentra el promotor nptll.

La figura 3.8 A muestra el esquema de la estrategia seguida para la obtencion del plasmido
con sobreexpresion de sod pFAJsod. Ademas se muestran los mapas fisicos de los plasmidos
utilizados, junto a las enzimas de restriccion involucradas y los sitios introducidos en el vector
pK18mob por la utilizacion de los primers SOD-Xbal-Fw y SOD-BamHI-Rv para la
amplificacion de mir7636. La figura 3.8 B muestra el mapa de restriccion sobre el fragmento de
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interés y los marcos de lectura abiertos correspondientes a los genes mlr7636 y parE en un

fragmento de 1511 pb del vector pFAJsod.

A EcoRI Hindlll
o Bamtl
BamHI*
BamHI Asd
Xbal :“‘I
pK18sod — sl EcoR
4Kb lacZ gl:s‘u“ Sacl
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pFAH708
w sodA (XbaVBamil) 10,8Kb
PFAJ 708 (Xba¥BamH)
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Prpt Xbal
BamHI
Asd
Not
— Hpal
EcoRI
Sacl
pFAJsod % Kpnl
& 14K
B
< parE123aa
| mir7636 199 aa —
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Hindlll Xhol
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Figura 3.8: (A) Mapa fisico de la construccion del vector pFAJsod. Las enzimas marcadas con
asterisco en el vector pk18sod indican los sitios que fueron introducidos en el sitio Smal de
pK18mob. (B) Esquema deducido a partir del secuenciamiento de fragmento de 1511 pb en el
vector pFAJsod que muestra mapa de restriccion sobre fragmento de interés y los marcos de

lectura abiertos correspondiente a mlr7636 vy parE.
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3.4 Delecién del gen mIr7363 por doble recombinacion homéloga.

Para obtener una cepa de M. loti deficiente en SOD se propuso la interrupcion insercional
del gen mir7636 por doble recombinacién homdloga utilizando el vector mobilizable pK18maob.
Fue posible el clonado de un fragmento de 267 pb correspondientes a una region interna del gen
mlr7636, amplificado a partir de ADN cromosomal de M. loti MAFF303099 empleando los
primers SODmtFw y SODmtRv que incorporan los sitios EcoRIl y BamHI en los extremos 5’ y
3’ respectivamente (Figura 3.9). El fragmento de 267 pb fue clonado en los sitios EcoRI/BamHI
del pK18mob previamente digerido con tales enzimas ubicados en el gen lacZ, obteniendo el
plasmido pSODmut.

onV
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pSODmut
4,4kb

|
267 pb de sod /é"
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— ‘
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BamHl % EcoRlI
EcoRl BamHl
—— - > ADNcrom. M. lofi
— 50dAS’ 5 . = SodA3
lacz ¥ Km lacz &

Figura 3.9: Esquema de generacion de mutante SOD deficiente por integracion del plasmido al
cromosoma de M. loti por recombinacién homdloga.
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3.5 Discusioén

Sequia y salinidad, son las principales causas de estrés que condicionan la productividad
de los cultivos, y en consecuencia induce a las plantas a activar diferentes mecanismos
fisiologicos para modular la economia de agua, carbono y nitrogeno. En tal sentido, ha sido
descripto por Yang et al. (2009) y Morrissey et al. (2004), que la interaccion de las plantas con
distintos microorganismos benéficos que se encuentran en el suelo ayuda a mitigar los efectos
adversos del estrés abidtico. Por consiguiente, la interaccion de las leguminosas con
microorganismos fijadores de nitrgeno toma especial interés para el adecuado funcionamiento

fisioldgico de las plantas hospedadoras (Foyer y Harbison, 1994; Smirnoff, 1995).
3.5.1 Influencia del NaCl y PEG sobre el crecimiento de M. loti.

La inhibicion de la fijacion bioldgica de nitrogeno en plantas que crecen en suelos
afectados por altas concentraciones de sales ha sido descripta por Cytryn et al. (2007). La baja
actividad agua que caracterizan a estos suelos salinos es una condicion de estrés salino y
osmatico para los rizobios y las plantas hospedadoras que alli crecen. Los autores Lebrazi y
Fikri-Benbrahim (2014), describieron que las sales poseen dos efectos sobre las células: i6nico
y osmotico, y que la salinidad de los suelos se relaciona principalmente con los niveles de

cationes como Na*,Ca?*, Mg?+ y K™y aniones como CI, SO4%, HCO3 y NOs,

Para el estudio de la influencia de condiciones de estrés salino sobre el crecimiento de M.
loti y en medio de cultivo se utilizé NaCl, ya que es el tipo de sal que prevalece en la regién de
la Pampa deprimida y afecta también al crecimiento de las forrajeras que sostienen la produccion
ganadera (Criado, 2014). Para los estudios de las respuestas a cambios en el potencial osmético
del medio de cultivo se utilizé polietilenglicol (PEG). Este polimero no es permeable a la
membrana plasmatica y se probd que no puede ser catabolizado por rizobios como S. meliloti,
manteniendo constante la actividad agua del medio de cultivo durante todo el crecimiento

bacteriano (Busse y Bottomley, 1989).

Las curvas de crecimiento en presencia de estres salino (150 mM NacCl) y estrés osmatico
(PEG 15%) de M. loti MAFF303099 mostraron un comportamiento diauxico, con una segunda
fase lag entre las 40 y 48 horas en las tres condiciones de crecimiento. Los resultados mostraron

que el crecimiento de M. loti WT en condicion control y salinidad presentaron fases
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exponenciales de crecimiento similares y con tiempos de generacion equivalentes. Ello indica
que M. loti tolera la concentracion de NaCl al que fue expuesto. En cambio, en la condicién de
estrés osmotico la bacteria alcanzé menor crecimiento que en las condiciones control y de estres

salino.

La evaluacion del crecimiento de M. loti en estrés salino y osmotico reveld que este dltimo
produjo un marcado aumento en el tiempo de generacion de la primera fase exponencial del
crecimiento diauxico, mientras que el estrés salino no lo afectd significativamente,
probablemente debido a que la bacteria es tolerante 0 a que podria utilizar el ion Na* para
compensar el efecto osmético generado por la sal. Autores como Chen et al. (2005) y Laranjo y
Oliveira (2011), describieron que los mesorrizobios, dependiendo de la especie, pueden tolerar
concentraciones de sal que van desde 150 hasta 300 mM de NaCl.

El crecimiento en presencia de PEG requiere la adaptacion de las bacterias a condiciones
de baja actividad agua mediante la sintesis o acumulacion de disacaridos como sacarosa y
trehalosa, por lo que parte de la fuente carbonada es destinada a la sintesis de estos solutos
compatibles (Potts, 1994). Se ha propuesto que estos azucares, especialmente la trehalosa,
estabilizan membranas y proteinas en condiciones de deshidratacion (Crowe et al., 1998).
Hoelzle y Streeter, (1990) y Gouffi et al. (1999), demostraron que la concentracién de trehalosa
intracelular se vio incrementada en R. leguminosarum y S. meliloti luego de ser expuestos a

estrés salino.
3.5.2 Actividad antioxidante en M. loti en presencia de NaCl y PEG.

En condiciones de estrés, el metabolismo celular se ve alterado y se produce la
acumulacién de EAOs. Estas moléculas son altamente reactivas y producen dafios oxidativos en
las macromoléculas. Controlar el nivel de EAOs es primordial para el metabolismo de los
rizobios nodulantes, por lo que el complejo sistema enzimatico de detoxificacion de EAOs
involucra principalmente a las enzimas SOD, CAT y GR (Matés, 2000). De forma similar a lo
descripto en S. meliloti 102F78 por Rubio et al. (2004), en el genoma publicado de M. loti
MAFF303099 existe un unico gen codificante para una proteina con actividad SOD (mlr7636)
y dos genes que codifican para una catalasa y una catalasa/peroxidasa (mlr2101 y mir6940). En
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cuanto a la GR de M. loti, el gen mll0523 seria el responsable de codificar para esta enzima
(genome.microbedb.jp/rhizobase).

De las mediciones de las actividades de estas enzimas en los tratamientos salino y
osmotico, se hallé que en estrés osmotico hubo incremento de la actividad CAT, mientras que
en salinidad, tanto SOD como CAT se vieron fuertemente inducidas (Tabla 3.1). En principio,
podria pensarse que el incremento de CAT en salinidad responde a incrementos en las
concentraciones de H20: intracelular como resultado de la actividad SOD, tal como ha sido
descripto por Martins y English (2014). En este sentido, Herouart et al. (1996), describieron en
Rhizobium meliloti una catalasa monofuncional inducible por H2O>. Sin embargo, los resultados
demuestran que el incremento de CAT pareciera no estar Unicamente relacionado con el
incremento de H>Oz, ya que CAT también incrementd en respuesta a estrés osmotico, a pesar
de que la actividad SOD disminuy0. Los resultados de las actividades enzimaticas determinadas
en M. loti en estrés osmotico coinciden en parte con los descripto por Cytryn et al. (2007),
quienes reportaron que en B. Japonicum expuesto a estrés osmotico se indujeron las actividades
SOD y CAT. Posiblemente, las diferencias halladas en la induccién de las enzimas estarian
relacionadas con el hecho de que los estreses salino y osmético activan diferentes mecanismos
fisiolégicos de adaptacidn, tal como ha sido informado por Lebrazi y Fikri-Benbrahim (2014).
Por lo tanto, las respuestas diferenciales de las enzimas antioxidantes podrian deberse en parte
a la naturaleza de los estreses aplicados. Por ultimo, se hall6 que ninguno de los estreses
evaluados afecto la actividad GR de M. loti.

La participacion de CAT en el balance redox de S. meliloti en vida libre y también
durante la interaccion con M. sativa ya fue estudiada por varios autores (Jamet et al., 2003 y
Davies y Walker, 2007), mediante técnicas de sobreexpresion y disrupcion génica. En cambio,
el conocimiento sobre la participacion de SOD en la homeostasis redox rizobiana y sobre la
interaccion con leguminosa se encuentra menos desarrollado. Hasta el momento, en un nico
trabajo se han realizado estudios con una cepa de S. meliloti sobreexpresora de sodA, aunque la
sobreexpresion fue heter6loga y realizada en una cepa de E. coli deficiente en sodA, sodB y
recA, lograndose la complementacion génica y el restablecimiento del crecimiento de E. coli en
aerobiosis (Santos et al., 1999). Otros experimentos realizados por Santos et al. (2000),

describen el comportamiento de una cepa de S. meliloti deficiente en SOD, con un crecimiento
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casi normal y con moderada sensibilidad a estrés oxidativo en vida libre, aunque con las

propiedades simbidticas afectadas negativamente.

Por consiguiente, uno de los de los objetivos de esta tesis fue estudiar los efectos de la
sobreexpresion y delecién de SOD en M. loti en vida libre, expuesto a estreés oxidativo, y su
posible efecto protector en la interaccion con L. japonicus en condiciones de estrés salino y
osmoético. Con tal fin se amplifico el gen mIr7636, y se obtuvo el plasmido pFAJsod para la
sobreexpresion de SOD. Por otra parte, para lograr la delecion génica por doble recombinacion
homologa, se obtuvo el plasmido pSODmut que lleva una region interna del gen mir7636 de
267 pb.
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Capitulo 4: Sobreexpresion y delecién de SOD en M. loti: actividad, isoformas y
localizacion subcelular
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En este capitulo se mostraran en una primera parte los resultados de los efectos de
transformar M. Loti con los pldsmidos para la sobreexpresion e interrupcion del gen mlr7636
sobre su crecimiento, y se analizara la actividad y la localizacion subcelular de SOD. En una

segunda parte se mostraran los resultados del analisis del perfil proteico de SOD.

4.1 Transformacion de M. loti MAFF303099 con pFAJ1708, pFAJsod y pSODmut.

Se confirmé la presencia de los plasmidos pFAJ1708 y su derivado pFAJsod (disefiado
para la expresion de SOD) en las 10 colonias de M. loti transconjugantes elegidas a partir de

cada uno de los ensayos de conjugacion biparental con E. coli S17 sod y E. coli S17 1708.

En las colonias de M. loti presumiblemente deficientes en SOD que fueron transformadas
con el plasmido pSODmut (para la interrupcién insercional del gen mlr7636), se evalud la
insercion del vector pSODmut en el gen sod mediante amplificacion del gen mlr7636 por PCR
a partir del ADN genémico de las colonias transconjugantes. De un total de 8 colonias, 3 fueron
negativas para la amplificacion del gen mlr7636 y se asumieron mutantes negativas

denominadas M. loti sodmut (Figura 4.1).

1 2 3 4 5 6 7 8 + - M
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Figura 4.1: Amplificacion del gen mir7636 de M. loti transformadas con el plasmido
pSODmut para la interrupcion génica por recombinacion homéloga. Calles 1, 2 y 6: clones
con el gen sod interrumpido (M. loti sodmut). Calles 3, 4, 5, 7 y 8: clones con el gen mlr7636
sin interrumpir. Control positivo ADN gendmico de M. loti MAFF303099 (+). Control
negativo (-). Marcador de peso molecular 100 pb ADN Ladder (M).
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A pesar de que se obtuvieron tres clones de M. loti sodmut, estas colonias fueron incapaces

de continuar su crecimiento cuando se repicaron en placas con medio fresco, por lo que no se

pudieron realizar ensayos posteriores.

La capacidad infectiva de M. loti 1708 y M. loti sod pudo ser evaluada en ensayos de

nodulacion con L. japonicus MG20, obteniéndose nddulos con las tres cepas a los 15 dpi como

se muestra en la figura 4.2.

L. japonicus - M. loti WT L. japonicus - M.loti 1708 L. japonicus - M. loti sod
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Figura 4.2: Plantulas de L. japonicus noduladas por M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod.

A partir de los nddulos obtenidos, se logro la recuperacion de las cepas utilizadas para la

inoculacion de las plantulas. Todos los aislamientos, excepto la cepa M. loti WT, crecieron

cuando se sembraron en el medio con Tc (Tabla 4.1).

Tabla 4.1: Recuperacion de M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod a partir de nddulos de L.
japonicus en medio de cultivo TY.

Crecimiento de aislados de nddulo

Leguminosa Cepa =7 =
M. loti WT Si No

L. japonicus M. loti 1708 Si Si
M. loti sod Si Si

4.2 Crecimiento de M. loti recombinantes en estrés salino y osmético.
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La evaluacion del crecimiento de las cepas M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod en
condiciones control, estrés salino y osmdtico mostré que en situacion control las tres cepas

tuvieron tasas de crecimiento similares.

Cuando se ensayaron en medios con 150 mM NacCl, la tasa de crecimiento de las tres cepas
no difirié de la obtenida en la condicion control. En presencia de 15 % PEG, que ejerce los -
0.85 Mpa de presion equivalentes al ejercido por 150 mM de NaCl, todas las cepas presentaron
una disminucion de alrededor del 50 % en su tasa de crecimiento, lo que indica que fueron

sensibles a estrés osmatico (Figura 4.3).

—&— M. loti WT control
14 1 —o— M. loti WT NaCl
—— M. loti WT PEG
1,2 4 —&— M. loti 1708 control
—8&— M. loti 1708 NaCl
1,0 ~ —&— M. loti 1708 PEG
—&— M. loti sod control
0,8 A —&— M. loti sod NaCl
3 —A— M. loti sod PEG
S 0,6 1
[a)
0,4 -
0,2
0,0 -

0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)

Figura 4.3: Efecto de NaCl (150 mM) y PEG (15%) sobre el crecimiento de M. loti WT, y
transformadas con el plasmido vacio pFAJ1708 y pFAJsod. Los datos representan las medias
+ E.E. de tres cultivos independientes.

En todos los tratamientos se obtuvieron curvas de crecimiento diuxica para todas las
cepas, con una primera fase exponencial entre las 24 y 40 h y una segunda fase exponencial

entre las 48 y 56 h (los tiempos de generacion [g] se muestran en la tabla 4.2). Los Ag entre las

45



cepas transformadas y la cepa WT mostraron que en condiciones control, se redujo un 30 % el

tiempo de generacion en la segunda fase exponencial de las cepas transformadas (Tabla 4.2).

En estrés salino, dicha reduccion fue menor (15,80 y 26,15 % para M. loti 1708 y M. loti sod

respectivamente). En estrés osmotico, solo la cepa sobreexpresora M. loti sod mostré una

disminucion significativa en su tiempo de generacion de 15,5 % respecto de la WT durante la

segunda fase de crecimiento. El analisis estadistico se realizo en base a las pendientes de las

regresiones lineales.

Tabla 4.2: Tiempo de generacion (g) en horas (h) de M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod en
condiciones control, de estrés salino y osmético: los tiempos de generacién estan calculados en
las dos fases exponenciales (exp. 1y exp. 2) de la curva de crecimiento.

Tratamiento | cepa exp.1g(h) |exp.2g(h) | Agexp.1l (%) | Agexp. 2 (%)

WT 09,692 11,192 - -

Control 1708 10,34% 07,88° 06,70 -29,58

sod 09,712 07,74° 00,21 -30,83
WT 10,83% 09,37° - -

NacCl 1708 09,742 07,89° -10,06 -15,80

sod 09,522 06,92° -12,10 -26,15
WT 26,812 07,882 - -

PEG 1708 28,222 06,982 05,26 -11,42

sod 29,41% 06,58 ° 09,71 -16,50

Letras distintas indican diferencias significativas con DGC test p< 0,05. Los Ag son las
comparaciones en % entre g de las cepas transformadas referidos a la cepa control sin
transformar WT. n=3.

4.3 Caracterizacion de la actividad SOD en M. loti sod.
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Se realizaron determinaciones enzimaticas a partir de los fraccionamientos subcelulares
con el fin de conocer la localizacion subcelular de la SOD en las células sobreexpresoras M. loti

sod.

La cepa M. loti sod mostr6 un aumento de 5 veces en la Ae SOD de la fraccion
periplasmica respecto de la cepa salvaje (Figura 4.4), mientras que no se hallaron diferencias
significativas entre ésta y M. loti 1708. Por otro lado, no observaron diferencias significativas

entre las actividades determinadas en los extractos totales de las tres bacterias.

0,10 1 M (ot WT
a @ b =3 M.loti 1708
a .
I M. loti sod
0,08 A l
I(U
~C
Qo
© 0,06 +
Q.
o
£
2
= 0,04 -
O
D
2 a
0,02 - a |—7—‘
0,00 : i T

Célula entera Periplasma

Fraccion celular

Figura 4.4: Actividad especifica (Ae) SOD de M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod en
extractos proteicos solubles totales y fracciones periplasmicas. Los valores representan la
media £ E.E. Letras distintas indican diferencias significativas con DGC test p< 0,05. n=3
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El andlisis cualitativo de los zimogramas SOD en las fracciones solubles totales revel6
la presencia de la banda endogena (Bsob) de la cepa M. loti WT con una movilidad relativa (Rf)
de 0,33 (Figura4.5 A). En la cepa M. loti 1708 también se hallo la banda enddgena Bsob, aunque
ésta mostrd una menor movilidad de la enzima respecto a la cepa sin transformar (Rf de 0,27).
Por otro lado, en la cepa sobreexpresora M. loti sod ademés de la banda Bsop con Rf de 0,27,
se visualizé ademas la aparicion de otras tres isoformas denominadaslz, 12 e 13, cuyos Rfs fueron
de 0,35; 0,42 y 0,55 respectivamente (Tabla 4.3).

Bson
Bsop

Figura 4.5: A) Zimograma de SOD en célula entera (CE) y espacio periplasmico (PP). 1,2y
3) Proteinas totales de M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod respectivamente. 4, 5y 6) Proteinas
periplasmicas de M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod respectivamente. Bsob: actividad basal,
I1: SOD inducida 1, I2: SOD inducida 2, 13: SOD inducida 3, B) Duplicado zimograma SOD
inhibido con H205.

El zimograma de las fracciones periplasmicas de las cepas transformadas revel6 el mismo
perfil que el hallado en las fracciones totales, aunque con una mayor intensidad en la actividad,

lo cual concuerda con la actividad cuantificada por espectrofotometria.
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La inhibicion in vitro de la actividad SOD por H202 puso en evidencia la resistencia de la
banda enddgena y de menor Rf tanto en célula entera como en la fraccion periplasmica, lo que
muestra que esta actividad corresponde a MnSOD (Beyer y Fridovich, 1987). Por otra parte, las
bandas adicionales de actividad inducida fueron inhibidas por H.O2, indicando que se tratan de
FeSODs (Figura 4.5 B).

Tabla 4.3: Movilidad relativa (Rf) de las izoenzimas de SOD en zimogramas de M. loti WT,
M. loti 1708 y M. loti sod.

Fcr::fﬁ;)rn Cepa Basal (Rf) Inducida 1 Inducida2  Inducida 3
M. loti WT 0,33 - - -
Célulaentera M. loti 1708 0,27 - - -
M. loti sod 0,27 0,35 0,42 0,55
M. loti WT - - - -
Espacio M. loti 1708 0,27 - - -
periplasmico _
M. loti sod 0,27 0,35 0,42 0,55

Con el objetivo de identificar SOD por Western blot, se probaron los anticuerpos
policlonales anti MnSOD, anti CuZn-SOD Yy anti FeSOD disponibles en el laboratorio. Es asi
que se analizaron las proteinas totales de M. loti WT y M. loti sod en Western blot a partir de
ND-PAGE y SDS-PAGE. Fue posible detectar SOD unicamente con el anticuerpo anti FeSOD
(Agrisera AS 06 125), y este reconocimiento se dio en las cepas M. loti WT y M. loti sod,
mientras que no hubo reconocimiento cuando se utilizaron los anticuerpos anti MnSOD vy anti
CuznSOD (Figuras 4.6 Ay B).
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Figura 4.6: A) Identificacion de SOD mediante Western blot de geles ND-PAGE en células de
M. loti WT (1) y M. loti sod (2) revelado en zimograma y Western blot con anti-MnSOD, anti-
CuznSOD vy anti-FeSOD. B) Tincion con Coomassie de SDS-PAGE de proteinas de células de
M. loti WT (1) y M. loti sod (2), y Western blot con anti-MnSOD, anti-CuZnSOD y anti-FeSOD.

4.4 Localizacion subcelular de SOD en M. loti.

Se realizé un Western blot con el anticuerpo anti-FeSOD a partir de SDS-PAGE de
proteinas de células enteras y fracciones periplasmicas de las tres cepas. Se confirmé la
presencia de FeSOD en el espacio periplasmico de todas las cepas, con mayor intensidad de
banda en M. loti sod (Figura 4.7). En los extractos proteicos totales de M. loti 1708 y de M. loti

sod se pudieron observar dos bandas que reaccionaron con anti-FeSOD, mientras que en la cepa
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salvaje no se visualizo reaccion con el anticuerpo anti-FeSOD a pesar de que en la figura 4.4 se

muestra que la actividad SOD fue cuantificada.

20,1 kDa

Figura 4.7: Western blot anti FeSOD en célula entera (CE) y espacio periplasmico (PP). 1,2y
3) Proteinas totales de M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod respectivamente. 4, 5y 6) Proteinas
periplasmicas de M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod respectivamente. M: marcador de PM
Preistained. En todas las calles se sembraron 10 g de proteinas obtenidas de cultivos con DOsgoo
=0,2.

4.5 Anélisis del perfil proteico de SOD.
4.5.1 Acerca de la secuencia mlr7636.

El producto del gen mIr7636 es una proteina de 199 residuos aminoacidicos detallados en
la figura 4.8. Estructuralmente, la conformacion cuaternaria de SOD se encuentra constituyendo
homodimeros u homotetrameros (Lancaster et al., 2004). Cada uno de estos monémeros de 199

aminoacidos posee un sitio de union a su cofactor metalico.

A partir de esta secuencia se determind que la masa molecular tedrica de la proteina es de
22.325,10 Da y su punto isoeléctrico (pi) tedrico es 6,19. El andlisis de la presencia de péptido
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sefial en la secuencia aminoacidica del gen mlr7636 arrojé un resultado negativo en la prediccion

de un sitio de clivaje en los primeros 70 amino&cidos (Figuras 4.9 y 4.10).

En bacterias Gram negativas se conocen los sistemas de exportacion de proteinas Sec y

Tat (Tokuda, 2009), los cuales estan involucrados en la translocacion de proteinas al periplasma.

Las proteinas de exportacion se traducen como una preproteina que contiene en su
extremo amino terminal una secuencia caracteristica conocida como péptido sefial que es
requerida para la secrecion. Este péptido sefial en promedio se compone de 24 aminoacidos y
contiene en su extremo carboxi terminal un sitio de clivaje reconocible por una peptidasa sefial
(Petersen et al., 2011). Una vez ocurrida la exportacion al periplasma, el péptido sefial es

escindido generando la proteina madura.

MAFELPALPYDYEALQPYMSKETLEYHHDKHHKAYVDNGNKLAAEAGMGDLSVE
EVVKQSFGKNAGLENNAAQHYNHIHFWKWMKKGGGGNKLPAALQKAFDSDLGGY
DKFKADEFVAAGTTQFGSGWAWVSVKDGKLAISKTPNGENPLVHGASPILGVDVW
EHSYYIDYRNARPKYLEAFVDSLINWDHVLELYEKAK

Figura 4.8: Secuencia aminoacidica de sod de M. loti MAFF303099 deducida a partir del marco
de lectura  abierto del gen mlr7636  publicado en el sitio web
http://genome.microbedb.jp/rhizobase.
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Figura 4.9: Prediccion de la presencia de péptido sefial en la secuencia proteica del gen
mir7636.
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Figura 4.10: Andlisis de la presencia de péptido sefial Tat en la secuencia proteica del gen
mir7636.
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4.5.2 Analisis filogenético de la SOD codificada por el gen mlr7636.
Se construydé un arbol filogenético a partir del alineamiento de 12 secuencias

aminoacidicas, de genes ortélogos al gen mIr7636 de distintos rizobios que presentaron al menos
50 % de identidad con la SOD de M. loti MAFF303099. La figura 4.11 muestra el resultado de
este analisis en el que se puede distinguir la formacion de dos grupos mayoritarios.

RL1340 putative SOD (Rhizobium leguminosarum by viciae 3841)
100

92 RHE CHO1203 SCD (Rhizobium etli CFN42)

Subgrupo | 100 L mi7636 SOD (Mesorhizobium loti MAFF303099)

—— SMc00043 FeSOD (Sinorhizobium meliloti 1021)

a9

NGR c07300 MnSOD (Rhizobium sp. NGR234)
Grupo |

100

65

Subgrupo II@DOG2?3 Fe/MnSOD (Bradyrhizobium sp. ORS278)

100 BBta 1335 Fe/MnSOD (Bradyrhizobium sp. BTAI1)

bll7774 SCD (Bradyrhizobium japonicum USDA110)

a0

AZC 3053 50D (Azorhizobium caulinodans ORS571)

Grupo 11 GKPORF B1093 FeSOD (Klebsiella pneumoniae Kp342)
a8

RALTA A0566 SOD (Cupravdus taiwanensis LM G19424)

AZL014560 FefZn/MnS0D (Azospirillum sp. B510)

0.05

Figura 4.11: Arbol filogenético de consenso construido con el programa Mega 5.10 método
Neighbor-Joining por méxima probabilidad a partir del alineamiento de secuencias
aminoacidicas que codifican SOD. Los valores en las horquillas indican los porcentajes de 1.000

repeticiones.

La proteina codificada por mlr7636 se agrup6 con la sodB putativa de Rhizobium
leguminosarum bv. viciae 3841 y la sodB de Rhizobium etli. A su vez, este grupo estuvo
relacionado con las FeSOD de S. meliloti 1021 y la MnSOD de Rhizobium sp. NGR234. En este
mismo grupo, pero mas distante, se ubicaron cuatro Fe/MnSOD pertenecientes a
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Bradyrhizobium sp. BTAIl, Bradyrhizobium sp. ORS278, B. japonicum USDA110 y A.
caulinodans ORS571.

El segundo grupo estuvo conformado por las secuencias que presentaron los menores
valores de identidad con el resto de las secuencias comparadas. Se agruparon la FeSOD de K.
pneumoniae Kp342, la SOD de C. taiwanensis LMG19424 y una Fe/Zn/MnSOD de
Azospirillum sp. B510.
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4.6 Discusion

El desarrollo de la biologia molecular como herramienta para el estudio de la biologia
celular, tuvo gran impacto en la adquisicion del conocimiento que se tiene sobre las
interacciones planta-microorganismos. Algunas técnicas como la expresion de proteinas
recombinantes y la delecidn génica permitieron la identificacion de genes, y también determinar

su funcion en el metabolismo celular (Stacey et al., 2006).

Uno de los objetivos de esta tesis fue estudiar el efecto de la sobreexpresion y delecion de
SOD sobre el crecimiento de M. loti en estrés salino y osmotico. Al respecto, se logrd la
transformacion de M. loti con el plasmido pFAJsod obtenido en esta tesis, el cual es un derivado
del vector RK2 que posee un sistema de muerte postsegregacional codificado por el locus par
(Weinstein et al., 1992; Taté et al., 1999). Ha sido descripto por Dombrecht et al. (2001), que la
serie de vectores pFAJ fueron 100 % estables en S. meliloti y Rhizobium etli CE3 pasadas 72
generaciones en ausencia de presion de seleccién por antibiético. La estabilidad de los
plasmidos pudo ser confirmada en el sistema M. loti-L. japonicus mediante la recuperacion de
los vectores pFAJ1708 y pFAJsod a partir de los nodulos de plantas inoculadas con los rizobios

transformados.

4.6.1 Efecto de transformacion de M. loti con pFAJ1708, pFAJSOD y pSODmut, sobre el
crecimiento en estrés salino y osmatico.

Se observo que las tasas de crecimiento de las cepas recombinantes M. loti 1708 y M.
loti sod en presencia y ausencia de estrés osmotico fueron similares a las de la cepa WT. Sin
embargo, estas cepas recombinantes cultivadas en presencia de NaCl mostraron mayor
crecimiento que la WT, indicando que la transformacion de las bacterias con los vectores
pFAJ1708 y pFAJsod redujo los efectos de NaCl sobre el crecimiento. Debido a que tanto la
bacteria sobreexpresora, como la cepa transformada con el plasmido control mostraron la misma
ventaja en salinidad, es probable que este efecto esté causado por cambios en el metabolismo
celular originados por la presencia de los plasmidos transformados como fue descripto por Wang
et al. (2006).

Asi como la sobreexpresion génica es una herramienta que permite el estudio de un gen

en la interaccion rizobio-leguminosa, contar con una mutante deficiente en actividad SOD
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también arroja informacion sobre el aporte de esta actividad enzimatica al rizobio en vida libre
y a su interaccién con su leguminosa huésped. Para obtener una cepa de M. loti deficiente en
SOD, se utilizo el vector pSODmut, realizado a partir del plasmido mobilizable pK18mob. Este
plasmido posee el origen de replicacion del vector pUC, de manera que su replicacion se
restringe principalmente a E. coli y a algunas otras especies muy relacionadas de la familia
Enterobacteriaceae. Ademas, la presencia del origen de transferencia mobRK2 permite su
transferencia por conjugacion a un amplio rango de bacterias, entre las que se encuentran los
rizobios (Schéfer et al., 1994). Ademas, fue descripto por Katzen et al. (1999), que este plasmido
funciona como plasmido suicida en las rizobacterias, por lo que constituye una herramienta para
lograr la disrupcion génica mediante insercion por eventos de doble recombinacion homdloga.
Adicionalmente, el pK18mob porta el gen de resistencia a kanamicina que funciona como
marcador para la identificacion de clones de M. loti en las que el plasmido se integro al

cromosoma.

La estrategia de interrupcion del gen mlr7636 en M. loti utilizando el plasmido pSODmut
implicé la doble recombinacion homéloga con un fragmento interno del gen, provocando la
insercion cromosomal del plasmido de 4,4 kb. La ausencia de amplificacién por PCR del gen
mir7636 en las extracciones de ADN cromosomico permitié presumir que se logré la
interrupcién del gen. Si bien las colonias identificadas como M. loti sodmut fueron capaces de
crecer inmediatamente después de la conjugacion, posteriormente presentaron dificultad para
crecer en el medio de cultivo en aerobiosis, 1o que sugiere que la interrupcion del Unico gen
codificante para SOD en M. Loti es una mutacion letal. Hallazgos similares fueron informados
por Hassett et al. (1995), en dobles mutantes defectivas en sodA y sodB de Pseudomonas
aeruginosa, las cuales fueron incapaces de crecer en forma aerdbica. Sin embargo, otros autores
reportaron que S. meliloti deficiente en sodA, mostrd crecimiento y sensibilidad moderada a
estrés oxidativo en vida libre, con disminucion de capacidad de establecer simbiosis con M.
sativa L (Santos et al., 2000). Este comportamiento podria deberse a que, segln
genome.annotation.jp/Rhizobase, en S. meliloti hay méas de un gen que codificaria para SOD
que podrian estar supliendo la carencia de sodA.
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4.6.2 Perfil de SOD en M. loti sod: actividad y localizacion subcelular.

Se comprobo la presencia de SOD en el espacio periplasmico de las tres cepas por
espectrofotometria, también fue corroborado en zimogramas ND-PAGE y Western blot.
Ademas, se hallé que en la fraccidn periplasmica, la cepa M. loti sod incrementd 5 veces su Ae
SOD respecto de las cepas no sobreexpresoras, por lo que la SOD se estaria exportando al
espacio peripldsmico. Asimismo, los zimogramas revelaron tres bandas adicionales a la banda
basal en la cepa M. loti sod. En relacion a los cambios en el valor Rf de la SOD basal de las
cepas transformadas hallados en los zimogramas, éstos podrian originarse por cambios en el
metabolismo celular causados por la presencia de los plasmidos transformados (Wang et al.,
2006).

De los anticuerpos evaluados, el anti-FeSOD result6 ser el Unico que reacciono con la
SOD bacteriana en los Western blots realizados tanto en ND-PAGE como SDS-PAGE. El
anticuerpo permitié detectar una Unica banda de 20,1 kDa en el espacio periplasmico de las tres
cepas y también fue posible detectar mayor intensidad de sefial a la cepa sobreexpresora.
Aunque el tamafio calculado experimentalmente no coincidié con la masa molecular de 22,32
kDa predicha in silico para el producto codificado por el gen mir7636. Probablemente, la
diferencia de 2,6 kDa entre ambas proteinas se deba a la escision de péptido sefial cuya masa
equivale a aproximadamente los primeros 22 residuos del extremo amino terminal de la
secuencia aminoacidica y que, acorde a los trabajos de von Heijne (1985) y Hegde y Bernstein,
(2006), se encuentra dentro de los tamafios esperables para un péptido sefial. EI péptido sefial
tiene como funcién controlar el pasaje de las proteinas a través de membranas celulares tanto
eucariotas como procariotas y comprende el extremo N-terminal de la cadena aminoacidica. En
el proceso de exportacion, esta secuencia es clivada del resto de la proteina durante su
translocacion a través de la membrana plasmatica (Nielsen et al., 1997). Sin embargo, los
analisis bioinformaticos de péptido sefial fueron negativos para la secuencia de SOD, por lo que
su traspaso al espacio periplasmico podria estar ocurriendo por una via alternativa, tal como

ocurre con la SOD de R. leguminosarum bv. viciae, descripta por Krehenbrick et al. (2011).

4.6.3 Isoformas de SOD en M. loti sod.
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La incubacion de los geles ND-PAGE en H20>, previo al revelado del zimograma, mostro
que las tres bandas de SOD adicionales presentes en la cepa M. loti sod fueron sensibles a la
inhibicion por H2O2 y de acuerdo a lo descripto por Beyer y Fridovich (1987), esta inhibicion
indica que se tratan de FeSODs. No obstante, la banda de actividad comun a las tres cepas no
fue inhibida por H202, ni CNK, confirmando que se trata de MnSOD. Teniendo en cuenta la
existencia de un unico gen para SOD, respalda la idea de que la SOD de M. loti se comporta
como una SOD cambialistica capaz de utilizar tanto Mn y Fe como cofactor. Por otro lado, en
el analisis filogenético de las SODs se pudo observar su estrecha relacion con otras MnSODs y
FeSODs, apoyando ain mas la idea de que la SOD de M. loti podria ser una Fe/MnSOD
cambialistica como la descripta en S. meliloti (Santos et al., 1999).

Ademas, el analisis filogenético gener6 una primera division en los grupos 1 y I1. EI grupo
| estuvo conformado por las secuencias de SOD pertenecientes a a-proteobacterias simbidticas
fijadoras de nitrogeno y formadoras de nddulos, como Rhizobium, Mesorhizobium,
Sinorhizobium y Bradyrhizobium. EI grupo Il se conform6 con microorganismos endéfitos
fijadores de nitrogeno como la y-proteobacteria Klebsiella pneumoniae 342 (Fouts et al., 2008),
la B-proteobacteria Cupriavidus taiwanensis LMG19424 (De Meyer et al., 2015) y la o-
proteobacteria Azospirillum sp. B510 (Kaneko et al., 2010).

Llama la atencion la estrecha relacion filogenética entre la SOD de M. loti y la de
Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841, descripta por Krehenbrink et al. (2011), la cual
tampoco presenta un péptido sefial predecible bioinformaticamente. Asimismo, se observa
estrecha relacion con otras FeMnSODs de Bradyrhizobium.
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Capitulo 5: Evaluacién del efecto de la sobreexpresion de SOD en la supervivencia de M.
loti y S. meliloti frente a condiciones de estrés oxidativo.
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En la primera parte de este capitulo se abordarén las evaluaciones de la tolerancia a H>0>
y ‘Oz que presentaron las cepas de M. loti, y en segunda instancia, se mostraran los resultados

comparativos con en el rizobio modelo S. meliloti transformado con el plasmido pFAJsod.

5.1 Tolerancia de M. loti a H20:.

Se pudo determinar el efecto de la sobreexpresion de SOD en M. loti en presencia de 1
mM de H20>. Se observé que M. loti WT y M. loti 1708 presentaron marcada sensibilidad con
disminuciones del 25y 90 % en el nimero de UFC a los 30 y 60 min del inicio del tratamiento,
respectivamente. Esta tendencia continud hasta la muerte de estas cepas a los 120 min (Figura
5.1).

1,2 - —0— M. loti wt
—O— M. loti 1708
—w— M. loti sod

UFC/ml (relativo al control)

0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (min.)

Figura 5.1: Tolerancia de M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod a 1 mM de H20,. Los
porcentajes de células viables estan expresados en relacion al control sin tratar. Los valores

representan la media £ E.E. de cultivos independientes. n=3.
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M. loti sod mostr6 mayor tolerancia que M. loti WT y M. loti 1708 a 1 mM H;Ox. Las
reducciones en el nimero de UFC respecto al control (sin tratamiento con H205) a los 30 y 60
min no fueron significativas. No obstante a los 120 min s6lo sobrevivio el 26 % de las bacterias

sobreexpresoras.

5.2 Tolerancia de M. loti al i6n superéxido.

Los ensayos de tolerancia al anion ‘Oz de las cepas de M. loti mostraron que la cepa
sobreexpresora no fue afectada por ‘Oz en los primeros 30 min de incubacion. No obstante, se
aprecid una reduccion en las UFC/mL del 26 % y del 34 % a los 60 y 120 min respectivamente,
comparados con el control sin tratar (Figura 5.2). Las cepas WT y 1708 se vieron afectadas
significativamente a los 30 min de tratamiento, con reducciones en el nimero de UFC/mL de
96 y 94 % respectivamente (Figura 5.2). La sobreexpresion de SOD en M. loti puede haber
contribuido a la dismutacion del superdxido incrementando la tolerancia al estrés oxidativo

promovido por ‘Oa.

El agregado de catalasa (1 U/mL) a la mezcla de reaccion provocé que el numero de UFC
de M. loti sobreexpresora de SOD se mantuviese sin cambios a lo largo del tratamiento (Figura
5.2), mientras que el de las cepas M. loti WT y M. loti 1708 mostraron reducciones del 9y 6 %
respectivamente los 30 min, y de 69 y 82 % respectivamente a los 60 min. Finalmente, a los 120

min de incubacion, el nimero de UFC s6lo disminuyd un 10 % en ambas cepas.

La capacidad de M. loti sobreexpresora de SOD de dismutar con mayor eficiencia el
superoxido generado en la reaccion de XOD puede haber contribuido a la mayor tolerancia de
esta cepa respecto de su control. Se conoce que la capacidad de dismutacién del -O2" por SOD
es del orden de 10° M sy que es una reaccion independiente del pH, mientras que la tasa de
dismutacion del anién de modo espontaneo ocurre, a pH fisioldgico, a 10° Ms? (Fridovich,
1985).

62
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Figura 5.2: Tolerancia de las cepas M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod expuestas a ‘Oz
generado por el agregado de hipoxantina/xantina oxidasa (XOD) y catalasa (1 U/mL). Las
UFC/mL estan expresadas relativos al inicio del tratamiento. Los datos representan la media +
E.E. de cultivos independientes. n=3.

5.3 Evaluacion de la tolerancia a estrés oxidativo de S. meliloti con sobreexpresion de
SOD.

5.3.1 Obtencidn de la cepa S. meliloti sod.

En esta tesis, también se evalud el efecto de la sobreexpresidn heteréloga del gen mlr7636
en S. meliloti 1021 en relacion a su tolerancia a estrés oxidativo. Los vectores pFAJ1708 y
pFAJsod pudieron ser transformados en S. meliloti via conjugacion biparental y se obtuvieron
las cepas S. meliloti 1708 y S. meliloti sod, las cuales fueron capaces de nodular con éxito M.

sativa.
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Se confirm6 la expresion heteréloga del gen mir7636 en S. meliloti sod por la
visualizacion en zimograma ND-PAGE de dos bandas con actividad SOD adicionales a la
enddgena presente en los extractos de células enteras de las tres cepas (Figura5.3). Idéntico
perfil fue hallado en los extractos periplasmicos de las cepas S. meliloti 1708 y S. meliloti sod.

Las bandas adicionales a la SOD enddgena, presentaron valores de Rf de 0,35 y 0,42,

mientras que la actividad end6gena en las tres cepas present6 un Rf de 0,50.

CE PP

1 2 3 4 5 6

It

Bsop

Figura 5.3: Zimograma de SOD de proteinas totales (1, 2 y 3) de S. meliloti WT, S. meliloti
1708 y S. meliloti sod respectivamente en célula entera (CE) y proteinas de espacio periplasmico
(PP), calles 4,5y 6, de S. meliloti WT, S. meliloti 1708 y S. meliloti sod. Bsop: actividad basal,
I1: SOD inducida 1, I2: SOD inducida 2.
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5.3.2 Tolerancia de S. meliloti a H20:.

Se ensay0 la tolerancia a 1 mM de H202en S. meliloti WT, S. meliloti 1708 y S.
meliloti sod. En S. meliloti WT la reduccion en el nimero de UFC/mL fue del 80% a los
30 min, mientras que en S. meliloti 1708 el efecto del tratamiento se observé a los 60 min,
momento en que la proporcion de sobrevivencia fue similar a la de la WT, aunque no
fueron capaces de sobrevivir hacia los 120 min del tratamiento. Por el contrario, la cepa
sobreexpresora S. meliloti sod mostr6 una mayor tolerancia a H>O. aunque a los 60 min
el nimero de UFC/mL disminuyé a la mitad (Figura 5.4) y al 20 % a los 120 min de

tratamiento.

1,2 1
—&— S. meliloti WT
1,0 —O— S. meliloti 1708
—w— S. meliloti sod

0,8 A

0,4 -

UFC/ml (relativo al control)

0,0 A

0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (min.)

Figura 5.4: Tolerancia de las cepas S. meliloti WT, S. meliloti 1708 y S. meliloti sod a 1 mM
de H20.. Los resultados de células viables estan expresados relativos al control. Los datos

representan la media £ E.E. de cultivos independientes. n=3.
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5.3.3 Tolerancia de S. meliloti a -O2.

La tolerancia a superédxido de S. meliloti sod fue significativamente mayor que la de S.
meliloti WT y S. meliloti 1708, ya que su nimero de UFC se redujo en un 48 % a los 120 min,
mientras que las restantes cepas no sobrevivieron a este estrés (Figura 5.5). El agregado de
catalasa (1 U/mL) a la mezcla de reacciéon provoco que la poblacion de S. meliloti sod se
mantuviese sin cambios significativos a lo largo de todo el tratamiento (Figura 5.5). S. meliloti
WT y S. meliloti 1708 en presencia de CAT mostraron menores reducciones en las UFC/mL
hasta los 30 min aunque a los 60 min las reducciones fueron del 69 y 82 % respectivamente.

1,4 -
1,2 + I
—&— S. meliloti WT XOD

- —O— S. meliloti 1708 XOD
S 1,0 - —w— S. meliloti sod XOD
c —A— S. meliloti WT XOD CAT
3 o —m— S. meliloti 1708 XOD CAT
= 0,8 1 —8— S. meliloti sod XOD CAT
o
=
w 06 4
E
— 0,4
£
=
Y
5 0,2 A

0,0 A

T T T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (min.)

Figura 5.5: Tolerancia de las cepas S. meliloti WT, S. meliloti 1708 y S. meliloti sod expuestas
a ‘O generado por el agregado de hipoxantina/xantina oxidasa (XOD) y catalasa (1 U/mL).
Las UFC/mL estan expresadas relativos al inicio del tratamiento. Los datos representan la
media £ E.E. de cultivos independientes. n=3.
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5.4 Discusién.

5.4.1 Efecto de H202sobre la tolerancia de M. loti y S. meliloti con sobreexpresion de SOD.

Los experimentos realizados por Santos et al. (1999), expusieron la importancia de la
actividad SOD sobre la vida aerdbica de una cepa de E. coli deficiente en esta enzima mediante
la complementacion del gen sod de S. meliloti. Como resultado de la complementacion génica
se restablecio el crecimiento de esta cepa de E. coli en aerobiosis. Segun Touati et al. (1995), la
baja tolerancia a H20 que presentan los cultivos de E. coli con deficiencia en la expresion de
SOD, es la causa de la inhibicion del crecimiento en aerobiosis, y la toxicidad por H20> se debe
a su capacidad de penetrar las membranas bioldgicas y reaccionar con Fe*? libre intracelular por
la reaccion de Fenton produciendo radical hidroxilo, el cual presenta alta reactividad a proteinas,
lipidos y ADN.

En este estudio, una de las respuestas de cultivos de M. loti expuestos a salinidad fue el
incremento de la actividad SOD y CAT (Tabla 3.1). La induccién de SOD ha sido asociada al
aumento de tolerancia a las EAOs (Scott et al., 1987 y Fridovich 1997). En ese sentido, los
resultados de los ensayos de tolerancia a H.O2 y ‘O, demostraron que la sobreexpresion del gen
mlr7636 en M. loti y S. meliloti produjo un fuerte aumento en la tolerancia a estas dos EAOs en
vida libre, confirmando asi que la sobreexpresion de SOD confiere tolerancia frente a estrés

oxidativo.

No obstante, la adicion de catalasa a la reaccion hipoxantina/xantina oxidasa para la
generacion de ion superoxido, redujo los efectos toxicos del H20, formado por dismutacién de
‘Oz, lo que se tradujo en un incremento significativo de la tolerancia de M. loti y S. meliloti con
sobreexpresion de SOD. Resultados similares fueron reportados en cultivos de bifidobacterias

expuestas a estrés oxidativo (Kawasaki, 2006 y Rodriguez, 2015).

A partir de los resultados de la adicion de catalasa a M. loti y S. meliloti expuestos a estrés
oxidativo, se deduce que el H2O> seria la principal EAO responsable de la disminucion del
nimero de UFC. Estos resultados concuerdan con los presentados por Scott et al. (1987),
quienes concluyen que, para cultivos de E. coli con sobreexpresion de SOD, la especie mas
nociva es el H2O2, aunque, a diferencia de lo observado en M. loti en esta tesis, en E. coli no

detectaron incrementos en la actividad CAT en condiciones de estrés salino y osmotico.
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Cabe sefialar que la concentracién intracelular de H.O> depende tanto de la velocidad de
influjo y generacion endégena como de las velocidades de eliminacion y eflujo hacia el medio
extracelular. Ademas se cree que la difusion de H2O- a traves de la membrana celular ocurre
practicamente con la misma facilidad que con las moléculas de agua (Seaver e Imlay, 2001).
Sin embargo, se hallé que la difusion del H20. a través de la membrana celular es limitada en
S. cerevisiae y E. coli (Bienert et al., 2006). Pese a ello, los tratamientos con peroxido de

hidrogeno realizados en esta tesis tuvieron un drastico efecto en la supervivencia de los rizobios.

Por otro lado, resulta interesante sefialar que la sobreexpresion heteréloga del gen mlr7636
en S. meliloti, indujo la aparicion de dos bandas con actividad SOD adicionales a la enddgena
que fueron evidenciadas en el zimograma de la figura 5.3. De forma similar al resultado obtenido
con la sobreexpresién de sod en M. loti, el gen SMc00043 aparece como el Unico responsable
de codificar una Fe-SOD en el genoma de S. meliloti publicado en la base de datos Rhizobase
(Fujisawa et al., 2014). Otra particularidad, de la sobreexpresion heter6loga en S. meliloti, es

que tanto la banda endégena como las adicionales, fueron detectadas en el espacio periplasmico.

A pesar de que en la caracterizacion bioquimica de SOD de la cepa M. loti sod, se hallé
que, in vitro, las bandas adicionales fueron susceptibles a inhibicién por H>Oz, los ensayos de
tolerancia de M. loti a H2O. demostraron que la sobreexpresion de SOD protegio a la bacteria
del estrés oxidativo. Estos resultados podrian estar relacionados con el aumento de los niveles

de catalasa observado en las bacterias expuestas a estrés abidtico mostrados en la tabla 3.1.
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Capitulo 6: Caracterizacion y efectos de la sobreexpresion de SOD en M. loti y S. meliloti
en la interaccion con L. japonicus y M. sativa en condicion control y de estrés salino.
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En este capitulo se mostraran los resultados del efecto de la sobreexpresion de SOD en M.
loti y S. meliloti sobre el crecimiento de plantas de L. japonicus y M. sativa inoculadas con estas

bacterias y cultivadas en ausencia o presencia de estrés salino.

6.1 Efecto de la inoculacion de M. loti sobreexpresora de SOD sobre el crecimiento de L.
japonicus en estrés salino.

Se evaluo el efecto de la inoculacion de las cepas M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod
sobre el crecimiento de L. japonicus MG20, en condicion control y de estres salino. Se midio
en cada planta el nimero de nddulos, altura y longitud radical, peso fresco aéreos y radical (PFA
y PFR), peso seco aéreo y radical (PSA y PSR) y contenido hidrico (CH). En todos los ensayos,
se utilizé como control positivo de la nodulacién la cepa salvaje M. loti WT y como control
negativo plantas sin inocular. En todos los parametros evaluados se consideraron para el analisis

estadistico, las cepas, el tratamiento y la interaccion entre cepas y tratamientos.

El estrés salino redujo el nimero de nédulos por planta con disminuciones del 63 % para
M. loti, 70 % para M. loti 1708 y 100 % para M. loti sod, indicando que, en salinidad, se inhibio
la capacidad de inducir a formacién de nédulos de la cepa sobreexpresora de SOD (Tabla 6.1).

La altura de las plantas de L. japonicus presentd diferencias significativas entre las
inoculadas con las diferentes cepas, entre tratamientos y se encontrd interaccion cepa por
tratamiento. De forma general, para una misma condicién, las plantas inoculadas presentaron
mayor altura que las no inoculadas. En ausencia de salinidad, las plantas inoculadas con las
cepas M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod presentaron incrementos en la longitud del 42, 49
y 37 % respectivamente, en comparacion con plantas sin inocular, aunque sin diferencias
significativas entre las distintas cepas (Tabla 6.1). EI mismo efecto fue observado en el
tratamiento salino, ya que las plantas inoculadas también presentaron mayor altura que las sin

inocular, aunque el crecimiento alcanzado fue menor al del tratamiento sin salinizar.
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Tabla 6.1: Nodulacion y parametros de crecimiento de L. japonicus no inoculadas, e inoculadas con las cepas M. loti WT, M.
loti 1708 y M. loti sod en condicion control y de estrés salino.

Planta Lotus japonicusMG20

Condicion Control 150 mM NacCl

Tratamiento No inoc. M. loti WT M. loti 1708 M. loti sod No inoc. M. loti WT M. loti 1708 M. loti sod
N° de nédulos! - 225+040 2,35+0,36 2,31£0,45 - 0,86 £0,37* 0,83+0,39* 0,00 +0,00
Altura (cm) 3,10£0,70 4,40+0,39* 4,61+0,35* 4,26+0,43* 1,80+0,25** 3,63+0,21 3,32+0,23 3,23+0,16
Long. radical (cm) | 584+130* 9,06+0,73 10,07+0,65 11,22+0,81 5,34 £ 1,30* 9,79+1,10 11,20+1,19 9,93+0,81
PFA (mg) 10,33+1,01* 2312+1,11 23,60+1,26 18,18+ 0,83** 6,24 +1,01*** 2468+1,68 2583+231 10,00=+0,83*
PSA (mg) 1,10+ 0,13* 2,19+0,11 2,13+0,15 1,68+ 0,09 ** 0,62 £0,12*** 233+0,18 2,27+0,17 1,36 + 0,05*
PFR (mg) 2423 +2,13* 38,46+3,98 39,24+3,19 38,10+2,90 2295+ 142* 4421+6,22 50,97+551 18,73+1,68*
PSR (mg) 250+057* 364032 331+0,28 3,47 £ 0,35 2,10 £ 0,43* 4,14+0,37 4,59+0,39 2,52 £0,27*
CHA (%) 88,83 +0,79* 90,50+0,23 91,05+0,17 90,72 +0,27 90,19+0,85 90,58+0,21 91,24+0,39 86,18 + 0,55**
CHR (%0) 89,63+0,53 90,52+0,30 91,57+0,27 90,89 + 0,49 90,76 £0,53 90,58 +0,45 90,89+0,49 86,17 +0,33*

PFA = peso fresco aéreo (mg); PSA = peso seco aereo (mg); PFR = peso fresco radical (mg); PSR = peso seco radical (mg);
CHA = contenido hidrico aéreo (%); CHR = contenido hidrico radical (%). Los valores representan la media + E. E. Los
asteriscos (*) indican diferencias significativas en la interaccion cepa por tratamiento con DGC test p< 0,05. !Se aplicd analisis

para variables discretas. n=20.
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La longitud radical de L. Japonicus se vio afectada por la inoculacién de M. loti. En los
tratamientos control y salino se observaron incrementos en plantas inoculadas con las cepas M.
loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod, que fueron del 55, 73 y 92 % respecto al testigo sin inocular
en condicion control, y del 83, 100 y 86 % en la condicion salina, comparados al testigo sin
inocular (Tabla 6.1).

El tratamiento salino disminuy6 el PFA de las plantas no inoculadas. Sin embargo, en
ausencia de salinidad se hallaron incrementos significativos en respuesta a la inoculacion con
M. loti WT y M. loti 1708 de 126 y 128 % respectivamente, mientras que la cepa sobreexpresora
M. loti sod produjo un incremento de 76 % respecto al testigo sin inocular (Tabla 6.1). En
salinidad los incrementos de PFA fueron similares a los determinados en la condicion control,
aunque esta vez, las diferencias presentaron mayor contraste con incrementos de 295 y 311 %
cuando fueron inoculadas con M. loti WT y M. loti 1708 respectivamente, y de un 40 % con M.
loti sod (Tabla 6.1).

El PSA de las plantas inoculadas con M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod mostro
incrementos del 104, 99 y 55 % en ausencia de salinidad, y de 198, 194 y 74 % en salinidad,
respectivamente (Tabla 6.1). En cada condicion, los incrementos de PSA en presencia de M. loti
sod fueron significativamente menores a los observados en plantas inoculadas con las demas

cepas.

El PFR de las plantas inoculadas con M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod no mostré
diferencias significativas entre los tratamientos, aunque el analisis del efecto de la interaccién
cepa por tratamiento, reveld un efecto significativo de la inoculacion en condiciones control con
incrementos que fueron de 59, 62 y 57 % respectivamente, comparadas a las no inoculadas. En
150 mM NaCl, se encontraron incrementos del 133 y 147 % en el peso fresco de las raices de
las plantas que fueron inoculadas con M. loti WT y M. loti 1708 respectivamente, no habiéndose
encontrado diferencias significativas entre las raices de las plantas inoculadas con M. loti sod

respecto a las plantas no inoculadas (Tabla 6.1).

Los valores de PSR no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos control
y salino. Sin embargo, del analisis del efecto de la interaccion cepa por tratamiento, surge que

los pesos secos de las plantas inoculadas en condicidn control con M. loti WT, M. loti 1708 y
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M. loti sod, se incrementaron 45, 32 y 40 % respectivamente, en comparacion a las no
inoculadas. Por otro lado, los pesos secos de las raices de las plantas crecidas en salinidad,
mostraron incrementos significativos de 97 y 127 % cuando se inocularon con las cepas M. loti
WT y M. loti 1708 respectivamente (Tabla 6.1).

El CHA de L. japonicus mostré una disminucion del 0,9 % en las plantas debido a la
exposicion al estrés salino. Ademas, en ausencia de salinidad, las plantas mostraron un aumento
significativo de 1,9; 2,5y 2,1 % cuando fueron inoculadas con M. loti WT, M. loti 1708 y M.
loti sod, respectivamente. En cambio, en salinidad, no se observaron diferencias entre las plantas
no inoculadas y las inoculadas con las cepas M. loti WT y M. loti 1708. Mientras que las
inoculadas con M. loti sod mostraron una reduccion del 4,5 % respecto de las no inoculadas
(Tabla 6.1).

Por altimo, en plantas inoculadas con M. loti sod y creciendo en estrés salino, el CHR se
redujo 5,1 % respecto a las no inoculadas (Tabla 6.1).
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6.2 Efecto del estrés salino sobre la nodulacion de M. sativa inoculada con S. meliloti
sobreexpresora de SOD.

Se establecié la condicion de estrés salino para el crecimiento de M. sativa analizando el
poder germinativo de sus semillas en 0, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 y 500 mM de NacCl.
Se obtuvo 100 % de germinacion hasta la concentracion de 200 mM NacCl, por lo que se fijo

esta concentracion para realizar los ensayos de inoculacion.

El nimero de nédulos por planta disminuy6 un 35,8 % en el tratamiento salino respecto
al control. Sin embargo, en ausencia de salinidad, el nimero de nddulos formados por la cepa
sobreexpresora de SOD fue 25 % menor respecto de las plantas inoculadas con la cepa WT
(Tabla 6.2).

La altura de M. sativa mostré un aumento significativo en todas las plantas inoculadas
respecto de las no inoculadas en ambas condiciones. En general, la salinidad afect6 su
crecimiento, sin hallarse diferencia entre las cepas inoculadas (Tabla 6.2).

La longitud radical disminuy6 en las plantas inoculadas respecto de las no inoculadas en
ambos tratamientos, excepto cuando se utilizo la cepa M. loti 1708 en el tratamiento control
(Tabla 6.2).
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Tabla 6.2: Nodulacion y parametros de crecimiento de M. sativa no inoculadas, e inoculadas con las cepas S. meliloti WT, S.
meliloti 1708 y S. meliloti sod en condicion control y de estrés salino.

Planta Medicago sativa PROINTA Super Monarca

Condicion Control 200 mM NaCl

Tratamiento No inoc. S. meliloti WT  S. meliloti 1708  S. meliloti sod No inoc. S. meliloti WT  S. meliloti 1708  S. meliloti sod
N° de nédulos! = 3,26+ 0,43 3,23+0,43 2,38 £0,33* = 155+0,31* 1,85+0,36* 2,31+0,34*
Altura (cm) 4,11 +0,33* 5,95+ 0,44 5,95+0,41 5,61 +0,52 2,82+0,14** 393+0,28* 398+0,34* 3,52+0,26*
Long. radical (cm) | 18,03+1,53 14,43+1,07* 1593+1,07 13,69+ 0,95* 16,81 +159 12,52 +1,10* 1425+1,17* 13,24+ 1,00*
PFA (mg) 0,03+34E® 003+24E® 0,03+24E® 0,03+21E3 0,02+35E° 0,03+24E® 0,03+26E° 0,03+22E3
PSA (mg) 1,74 + 0,30* 2,68 £0,21 2,75+0,21 2,73%+0,19 1,73+ 0,31* 2,23+0,22 2,45+ 0,23 2,35+0,20
PFR (mg) 0,03+29E3% 0,03+20E® 003+20E® 0,02+18E3 0,03+3,0E% 0,02+21E® 002+22E%® 0,03+19E3
PSR (mg) 2,86 £ 0,27 2,28+0,19 2,60+0,19 1,95+ 0,17* 2,64 £ 0,28 197 +0,20* 1,97+£0,21* 2,35+£0,18
CHA (%) 84,82+153* 9196+106 91,00+106 93,47+0,95 86,26 +1,58* 89,80+1,10 92,07+1,16 90,00+ 1,00
CHR (%) 91,33+ 0,14* 91,27+ 0,11* 91,24+0,13* 91,53+ 0,11 91,58+ 0,21 91,51+ 0,12 91,42+ 0,14 91,50+ 0,13

PFA = peso fresco aéreo (mg); PSA = peso seco aéreo (mg); PFR = peso fresco radical (mg); PSR = peso seco radical (mg); CHA
= contenido hidrico aéreo (%); CHR = contenido hidrico radical (%). Los valores representan la media + E. E. Los asteriscos (*)
indican diferencias significativas en la interaccion cepa por tratamiento con DGC test p< 0,05. !Se aplicé andlisis para variables

discretas. n=20.
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El PFA de las plantas inoculadas con S. meliloti WT, S. meliloti 1708 y S. meliloti sod, se
vio incrementado en un 35,5; 37,5y 36,7 % respectivamente en condicion control, y en salinidad

se observaron incrementos de 23,3; 29,0 y 27,2 %, respecto de las no inoculadas (Tabla 6.2).

El PSA mostré incrementos de 35,2; 34,8 y 33,0 % en las plantas inoculadas con S.
meliloti WT, S. meliloti 1708 y S. meliloti sod respectivamente, e incrementos de 22,4; 26,6 y
26,4 % en salinidad (Tabla 6.2).

El PFR fue significativamente menor en las plantas controles inoculadas con S. meliloti
WT, S. meliloti 1708 y S. meliloti sod, un 20,5; 18,0 y 29,1 % respectivamente, respecto de las
plantas no inoculadas. En tanto que en salinidad se observaron disminuciones de 26,2; 26,5 y

12,6 %, comparadas con las plantas no inoculadas (Tabla 6.2).

El PSR de M. sativa, inoculada con S. meliloti sod, disminuy6 un 33,5 %, comparado con
las no inoculadas en condicion control. En salinidad, las plantas inoculadas con S. meliloti WT,
y S. meliloti 1708 mostraron disminuciones significativas de 25,4 y 25,3 % respectivamente,
mientras que la inoculacion con S. meliloti sod no produjo cambios significativos en

comparacion a las no inoculadas (Tabla 6.2).

El CHA se vio incrementado en ambas condiciones en respuesta a la inoculacion. En
control, las plantas inoculadas con las cepas S. meliloti WT, S. meliloti 1708 y S. meliloti sod
presentaron incrementos de 6,2; 7,0 y 7,2 %, mientras que en salinidad los aumentos fueron de
4,0; 7,0y 3,2 % respectivamente (Tabla 6.2).

El CHR mostr6 un incremento significativo del 0,2 % cuando las plantas fueron
inoculadas con la cepa S. meliloti sod en condiciéon control, en comparacién con las no
inoculadas, mientras que la inoculacion de las cepas S. meliloti WT y S. meliloti 1708 no tuvo
efecto significativo sobre el contenido acuoso de las raices (Tabla 6.2). Por ultimo, en el

tratamiento salino no se hallaron respuestas significativas en respuesta a la inoculacion.
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6.3 Discusion

Los efectos adversos provocados por la salinidad sobre el crecimiento y desarrollo de las
plantas han sido descriptos por Munns y Tester (2008) y Shabala y Munns (2017). Ademas,
estudios realizados en M. sativa en simbiosis con S. meliloti GR4 demostraron que tanto el
crecimiento vegetal como la biomasa nodular y la tasa de fijacion de nitr6geno se vieron

disminuidas en presencia de 200 mM de NaCl (Palma et al., 2014).

La salinidad provocé la reducciéon en el nidmero de ndédulos tanto en plantas de L.
japonicus como de M. sativa, tal como se ha descripto en los trabajos de Liu et al. (2011) y
Bruning y Rozema (2013), quienes encontraron que la capacidad de nodulacion se vio afectada
a partir de 50 mM de NaCl. Asimismo, la nodulacién se vio mayormente afectada en el sistema
L. japonicus-M. loti, esto podria estar relacionado a la baja tolerancia a salinidad que presenta
la cepa M. loti MAFF303099 respecto de la cepa S. meliloti 1021 descripta por Bianco y Defez
(2009) y Laranjo y Oliveira (2011).

En relacidn a la inhibicién de la nodulacion ocurrida en las plantas de L. japonicus que
fueron inoculadas con la cepa M. loti sod en salinidad, es posible que exista un efecto antagdnico
entre la sobreexpresion de SOD en el rizobio y las respuestas de la interaccién rizobio-

leguminosa expuesta a estrés por NaCl.

Durante las primeras etapas del establecimiento de la simbiosis ocurre una induccion
transiente de las EAOs producidas por actividad NADPH oxidasa de los pelos radicales en
respuesta a la percepcién de los FNs (Suzaki et al., 2015). En las leguminosas, las EAQOs acttan
como moléculas sefiales de interaccidon simbidtica y constituyen una de las respuestas mas
tempranas en la modulacion de la interaccidn rizobio-leguminosa, necesaria para la infeccion y
organogénesis del nédulo (Céardenas y Quinto, 2008). Estudios realizados por Peleg-Grossman
et al. (2007), demostraron la participacion crucial de las EAOs en el curvado del pelo radical y
la formacion del hilo de infeccion en M. truncatula. Si bien en plantas crecidas en condiciones
Optimas, las EAQOs son generadas como parte del metabolismo en organelas como cloroplastos,
mitocondria y peroxisomas, Miller et al. (2010) describe que las EAQOs también pueden causar
dafo oxidativo a las células cuando son expuestas a condiciones de estrés abiotico como

salinidad. Por consiguiente, es posible que la inhibicidn de la nodulacién de L. japonicus por M.
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loti sod en salinidad sea consecuencia de un desbalance en los niveles de EAOs que intervienen

en la modulacion de la respuesta a la nodulacion.

Con lo anteriormente planteado, queda en evidencia que a pesar de que la sobreexpresion
de SOD aumento la tolerancia de M. loti a ‘O2" y H202 en vida libre, afectd negativamente su
capacidad de nodular L. japonicus en estrés salino. Otros experimentos para medir EAQOS
deberian llevarse a cabo para determinar las posibles causas de la inhibicion de la nodulacion
de L. japonicus con M. loti sobreexpresor de SOD en salinidad.

A pesar de ello, resulta paradéjico que aun no habiéndose establecido la simbiosis fijadora
de nitrogeno, los pardmetros de crecimiento de la parte aérea (altura y biomasa) fueron
superiores a los de plantas sin inocular, sugiriendo la existencia de otros mecanismos implicados
en revertir los efectos de la salinidad sobre Lotus. Probablemente, dicho efecto estaria asociado
aunaactividad PGP del microsimbionte en su estado de vida libre. En este sentido, Glick (2014)
describio la presencia en M. loti del gen acdS (mIr5932) que codifica para la enzima ACC
desaminasa. La ACC desaminasa ha sido fuertemente asociada a la mitigacion de los efectos de
estrés sobre el crecimiento vegetal (Goswani et al., 2016; Ghosh et al., 2018). Ello, debido a que
la ACC desaminasa regula los niveles de etileno (Mayak et al., 2004; Glick et al., 2007; Glick
2014), el cual es una de las principales hormonas que se ve incrementada en situaciones de estrés
y causa inhibicion del crecimiento vegetal (Bernardo et al., 2000; Saleem et al., 2007). Sin
embargo, también fue descripto por Sullivan et al. (2002), Uchiumi et al. (2004) y Nukui et al.
(2012), que la regulacion transcripcional de la ACC desaminasa de varias cepas de M. loti estan
bajo el control transcripcional del promotor nifA, responsable de la transcripcion de los genes
de la fijacion de nitrégeno, por lo que probablemente pueda estar actuando otro mecanismo del
tipo tolerancia sistémica inducida elicitada por la PGPR, que podria atenuar los efectos del estrés

abiotico sobre la planta (Yang et al., 2009; Govindasamy et al., 2018).

En cambio, en plantas de M. sativa, se encontrdé una respuesta diferente a la de L.
japonicus, ya que la nodulacién inducida por la cepa S. meliloti sod no fue inhibida tanto en
condicion control ni de salinidad. Probablemente las diferencias en los resultados obtenidos en
ambos sistemas estén relacionadas al nivel de tolerancia de los rizobios a NaCl, y también a que

M. sativa es considerada haléfila (Munns y Tester, 2008).
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La salinidad provocé una reduccion del crecimiento en altura de las plantas de L. japonicus
y M. sativa, tal como fue descrito por Lépez et al. (2008) y Palma et al. (2014). Sin embargo, la
inoculacion indujo el crecimiento de ambas plantas en ausencia y presencia de salinidad. Este
mayor crecimiento de las plantas inoculadas podria responder a un efecto PGPR de los rizobios
diferente a la fijacion de nitrégeno, dado que adn las plantas sometidas a estrés y que no fueron
noduladas por la cepa sobreexpresora presentaron elongaciones de parte aérea y radical como
las que fueron noduladas. En este sentido, existen numerosos reportes que demuestran que los
rizobios poseen otros efectos PGPR, incluso en plantas no leguminosas, mejorando su nutricion
mineral y promoviendo el crecimiento vegetal (Poitout et al., 2017). En consecuencia, resulta
conveniente analizar los datos de la biomasa de las plantas en respuesta a la inoculacion con
rizobios. Los aumentos en PFA y PSA experimentados por las plantas de L. japonicus y M.
sativa inoculadas, probablemente estén ligados a la capacidad de inducir la formacion de
nodulos, ya que plantas de L. japonicus en salinidad inoculadas con la cepa sobreexpresora

presentaron menor crecimiento.

El CH revela la capacidad de la planta de mantener la cantidad de agua en los tejidos en
los niveles dptimos para hacer frente al estrés ambiental (Negréo et al., 2017). Las plantas bajo
condiciones de estrés salino tienden a perder agua, lo cual puede rapidamente afectar la
expansion y division celular, la apertura estomatica y la acumulacion de acido abscisico (Hsiao
y Xu, 2000). Se ha informado que la capacidad de las plantas para mantener niveles normales
de transpiracion en estrés es un indicador de la tolerancia a la sal, especialmente debido a que
la transpiracion se relaciona con la toma de CO> para la fotosintesis (Harris et al., 2010). Asi,
La disminucién de los valores de CHA y CHR experimentado por L. japonicus inoculadas con
M. loti sod en salinidad, podria estar relacionado a que estas plantas ocurrié inhibicién de la

nodulacion.
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Capitulo 7: Conclusiones

El establecimiento de la simbiosis rizobio-leguminosa y la fijacion bioldgica de nitrégeno
se ven a menudo altamente afectadas por situaciones de estrés abiotico como sequia y salinidad.
Si bien los estreses abidticos son causados por una variedad de condiciones, tienen en comun
que desencadenan mecanismos comunes que conllevan al aumento de las EAOs que alteran la
homeostasis celular tanto de las plantas como de los rizobios de manera independiente como en
simbiosis. En este sentido, tanto las plantas hospedadoras como su contraparte microbiana,
cuentan con un sistema de defensa antioxidante enzimatico y no enzimatico. Dentro de los
componentes enzimaticos, la SOD constituye la primera barrera de defensa contra ‘O que lo
dismuta a perdxido de hidrégeno y agua.

Las enzimas catalasa, peroxidasa y glutation reductasa completan el sistema antioxidante
enzimatico: las dos primeras hidrolizan el peréxido a agua, y la glutation reductasa mantiene el
pool de glutation reducido, que es uno de los componentes antioxidantes no enzimaticos. Tanto
las leguminosas como los rizobios expuestos a estrés hidrico modifican las actividades
enzimaticas que les permite mantener el balance redox a la vez que se producen otras
adaptaciones como la acumulacion de osmolitos compatibles como prolina en las plantas, y
trehalosa en las bacterias. De forma general, los estreses abioticos afectan el proceso de
infeccion de la leguminosa por el rizobio disminuyendo o inhibiendo la nodulacion y la FBN,
lo que puede traducirse en mermas de la produccién de los sistemas agricolas. En Argentina, la
produccidn de cultivos extensivos en la region pampeana fue desplazando las zonas tipicamente
ganaderas hacia suelos sometidos a alta salinidad con ciclos alternados de sequia y anegamiento.
El cultivo de leguminosas forrajeras del género Lotus en la Pampa Deprimida del Salado permite
sostener la ganaderia en esta region. Otra forrajera ampliamente cultivada en la regién Pampeana
es M. sativa, que ocupa mas del 90 % de la superficie y es la principal leguminosa forrajera que
sostiene la produccion de carne y leche de esta region.

El uso de bacterias rizosféricas con propiedades PGPR, que desencadena la resistencia
sistemica inducida es una de las estrategias que incrementan la tolerancia de las plantas a estrés
abiotico.

Conjuntamente, la expresion de enzimas que incrementan la acumulacion de solutos

osmocompatibles asi como la expresidn de genes antioxidantes que permiten mejorar el sistema
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de defensa contra las EAOs posibilita aumentar la nodulacién y proteger a las plantas frente a

las limitaciones ambientales.

Diversos autores han estudiado las enzimas antioxidantes de varias especies de
rizobacterias, mostrando que es esencial mantener la homeostasis redox en el metabolismo de
los rizobios para lograr su supervivencia en vida libre, y en simbiosis. Se ha demostrado que
una cepa de S. meliloti deficiente en catalasa posee baja eficiencia en nodulacion, y que la
sobreexpresion del gen que codifica para esta enzima tambien afecta la nodulacién ya que
modifica los niveles de H>O, apoplastico que actia como molécula sefial sensada por receptores
especificos de la membrana plasmatica de pelos radicales durante las primeras etapas de la
interaccion simbidtica. Ha sido también reportado que el curvado del pelo radical, necesario
para el ingreso del rizobio, y la progresion del hilo de infeccion para que éstos lleguen a infectar
las células corticales de la raiz, se ven obstaculizados cuando ocurre un desbalance en los niveles
de EAOs.

La produccion de EAOs apoplastico en la planta se origina por actividad de NADPH
oxidasa, la cual transfiere un electron a O, para generar superdxido y posteriormente H>Os.
Consecuentemente, la SOD bacteriana también es relevante en la proteccion de los rizobios.
Trabajos realizados en S. meliloti con deficiencia de SOD reportaron incremento en la
sensibilidad del rizobio a estrés oxidativo, y también la modificacion de las propiedades
simbidticas con Medicago. Asimismo, se ha descripto que la delecion de GR en S. meliloti,
disminuyé su tolerancia a H20> en vida libre y ademas retrasé la nodulacién de M. sativa.

Dos aspectos fundamentales se asocian al incremento de la tolerancia de las plantas
leguminosas como Lotus y Medicago a la salinidad: la proteccion a través de la inoculacién con

rizobios con propiedades PGPR y el refuerzo del sistema antioxidante.

La sobreexpresion de catalasa en S. meliloti no arrojo resultados alentadores para la
simbiosis, y si bien la sobreexpresion heterologa de sod de S. meliloti en una cepa de E. coli
deficiente en sod posibilitd la complementacion génica y el restablecimiento del crecimiento de
E. coli en aerobiosis, poco se conoce aln de los efectos de la sobreexpresion de sod en S. meliloti

y en rizobacterias en general.
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El objetivo principal de esta tesis fue estudiar la induccién de las enzimas antioxidantes
de M. loti en respuesta al estrés abiotico, y evaluar la posibilidad de disminuir los efectos nocivos
del estrés salino sobre L. japonicus mediante la inoculacion de rizobios con sobreexpresion de

enzimas antioxidantes inducidas en salinidad.

En este trabajo se confirm6 que las enzimas SOD y CAT de M. loti MAFF303099 se
inducen en respuesta a estrés abidtico provocado por salinidad, aunque como era previsible, el

crecimiento de la rizobacteria disminuyd en condiciones de estrés salino y osmotico.

Sin embargo, la sobreexpresion de sod en M. loti aumento su tolerancia a salinidad,

mientras que la delecion de dicho gen afecto la viabilidad bacteriana.

La sobreexpresion de SOD aument6 cinco veces los niveles de actividad especifica en
espacio periplasmico. Los estudios de localizacion subcelular demostraron ademas, que la
enzima se exportd al periplasma de M. loti y S. meliloti, aun cuando el analisis para la presencia
de péptido sefial Sec o TAT no identificd sitio para una peptidasa sefial. De acuerdo a
Krehenbrink et al. (2011), la presencia de SOD en el periplasma podria tener un efecto protector

de los lipidos de membrana y proteinas periplasmicas del dafio causado por ‘Oz extracelular.

En esta tesis, se demostrd que la sobreexpresion de SOD protege a M. loti y S. meliloti
frente al estrés oxidativo provocado por ion superdxido y por peréxido de hidrégeno en vida
libre. Por otro lado, la adicidn de catalasa a la reaccion de generacion de superdxido permitio
demostrar que la especie oxidativa que mas afecta a la supervivencia de los rizobios es el H20,
y que, a pesar de que la halotolerancia de Sinorhizobium es mayor a la de Mesorhizobium, la
primera se muestra mas susceptible a las EAOs.

En cuanto a la aplicacién de rizobios a plantas de L. japonicus y M. sativa crecidas en
estrés salino, en primer lugar se comprobd, como era de esperar, que los parametros de biomasa
de la parte aérea altura y peso seco disminuyen a causa de salinidad, y en segundo lugar, que la
inoculacion con rizobios incrementd los valores de altura y biomasa de la parte aérea de todas

las plantas en ausencia y presencia de salinidad.
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Sin embargo, del analisis de la aplicacion de los rizobios con sistema antioxidante
reforzado a plantas de L. japonicus y M. sativa para mejorar su tolerancia a salinidad se hallaron
diferentes respuestas de nodulacion en los dos modelos de interaccion utilizados. Por un lado,
se encontro que en salinidad la nodulacion de L. japonicus con M. loti sobreexpresor de SOD se
inhibe; sin embargo, y a pesar de ello, se comprobd que las plantas inoculadas con este rizobio
duplicaron su altura y la biomasa de la parte aérea. En consecuencia, la sobreexpresién de SOD
en M. loti puede inhibir el establecimiento de la simbiosis en salinidad, y aun asi poseer efectos
benéficos sobre la planta. Es importante remarcar que las plantas de Lotus que fueron inoculadas
en salinidad con los rizobios no sobreexpresores mostraron mayor crecimiento y biomasa que
las plantas inoculadas con la cepa sobreexpresora, sin embargo los rizobios no sobreexpresores

son menos tolerantes a estrés hidrico en vida libre.

Diferente respuesta se obtuvo con las plantas de M. sativa inoculadas con S. meliloti
sobreexpresora de SOD en salinidad. En este caso, los rizobios fueron capaces de nodular la
planta y ademas aumentar su biomasa aérea. Por consiguiente se podria sugerir la existencia de
antagonismo y sinergismo entre la sobreexpresion de SOD vy la salinidad a la que se expusieron

M. loti con L. japonicus y S. meliloti con M. sativa, respectivamente.

Es interesante que a pesar de haberse inhibido la nodulacién en L. japonicus, y por ende
el aporte de nitrogeno fijado biolégicamente, los parametros de crecimiento de parte aérea
fueron superiores a los de las plantas sin inocular. Se podria hipotetizar que la sobreexpresion
de SOD en M. loti incrementa la tolerancia del rizobio a condiciones de estrés abidtico, y que
su presencia reduce los efectos de la salinidad sobre la planta, probablemente a través de un
mecanismo PGPR, accion que se vio reflejada el aumento de la biomasa aérea de la forrajera,
lo que a su vez constituye un aspecto deseado para sostener la ganaderia en suelos sometidos a

salinidad.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis permitieron avanzar en la caracterizacion
de SOD de M. loti, conocer la implicancia de su delecion, y los efectos de la sobreexpresién en
M. loti y S. meliloti en vida libre frente a estres oxidativo, y en simbiosis con su leguminosa en
salinidad. La sobreexpresion de SOD incrementd la tolerancia de los rizobios a estrés oxidativo
causado por ‘O2" y H20., demostrando fehacientemente que en M. loti y S. meliloti, esta enzima

protege de las EAOs.
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En conjunto, la inoculacion de un microsimbionte cuyo sistema antioxidante se encuentre
reforzado por mayor actividad SOD, posibilita no sélo la nodulacion de Lotus en ausencia de
estrés, sino incrementar también el crecimiento vegetal de la parte aérea en condiciones de estrés
salino lo que podria representar, potencialmente, una mejora en la produccion de esta forrajera

para la actividad ganadera de la Pampa Deprimida del Salado.
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Apéndice

A.1 Medios y condiciones de cultivo para bacterias.

Medio YEM (yeast extract manitol): Medio nutritivo completo que contiene por litro de
solucion, 10 g de manitol, 0,5 g de extracto de levadura, 0,5 g de KoHPO4, 0,2 g de MgSOs y
0,1 g de NaCl pH 6,9. Para obtener medio solido se agreg6 agar-agar en una concentracion final
1,5 % y rojo Congo a una concentracion de 0,025 g por litro. Para el cultivo liquido la solucion
de MgSO; fue esterilizada por separado y mezclada con el resto del medio de cultivo en el
momento de su utilizacion a una concentracion final de 0,8 mM (Vincent, 1970). Para los
tratamientos salinos se usaron concentraciones finales de 50, 100, 150 y 200 mM NaCl y para
los osmaéticos 8,54 %, 11,34 %, 15 %y 18,50 % de polietilenglicol (PEG 8000) que desarrollara
las presiones osmdticas equivalentes a las de NaCl de -0.55, - 0.66, -0.85 y -1 Mpa.

Medio _nutritivo _Lisogeny broth (L B): Medio compuesto por triptona 1 %, extracto de
levadura 0,5 %, NaCl 0,5 % pH 7,0 (Sambrook et al., 1989). Para obtener este medio s6lido se

agreg0 agar-agar a una concentracion final de 1,5 %.

Medio TY: Medio compuesto por triptona 0,5 %, extracto de levadura 0,3 %. pH 7,0. Una vez
esterilizado en autoclave y enfriado se afiadié Cl>Ca estéril 9 mM concentracion final. Para

obtener este medio sélido se agregd agar-agar a una concentracion final de 1,5 %.

Medio TY modificado: Al medio TY sélido se le agregd rojo Congo a una concentracion final
de 0,025 g por litro.

Medio minimo B- : Medio de cultivo que contiene por litro de solucion, 10 g de manitol, 1,3 g
de Ca(NOs3)224H20, 0,55 g de MgS0O4+7H-0, 0,55 g de KNOg, 2,5 mL de Fe(ll1)-NaEDTA [a]

y 2,5 mL de microelementos [b].

Se ajusto el pH a 5,0 y se esterilizé en autoclave (120 °C, 20 min). Una vez frio se le afiadi6 1
mL de KoHPO4 1 M pH 7,2 estéril por cada litro de medio. Las vitaminas fueron disueltas en
agua y esterilizadas por filtracion (0,2 um de diametro de poro). Se adicionaron a una

concentracion final de 0,2 pg/mL y 5 pg/mL, biotina y tiamina respectivamente.

[a]. La solucion Fe(111)-NaEDTA se prepar0 separadamente al 1,3 %, y se esterilizd6 mediante

filtracion usando un filtro con un tamafo de poro de 0,45 pm.
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[b]. La solucién de microelementos consta de:

H3BOs 1,269 g
MnSO4+H20 0,462 ¢
NazMoO42H>0 0,398 g
ZnS04+7H,0 0,0974 g
CuSO4+5H20 0,0354 g
H2Odest. 1L

La solucidn se prepard y almacend a temperatura ambiente.

Stock de antibidticos: Los antibioticos fueron utilizados a partir de un stock conservado a -20

°C con las siguientes concentraciones: tetraciclina (Tc) 5mg/mL en alcohol, kanamicina 50
mg/mL en agua, espectinomicina (Spc) 50 mg/mL en agua, estreptomicina (Sm) 50 mg/mL en
agua (Sambrook et al., 1989), acido nalidixico (Nal) en discos comerciales para antibiograma
de 30 pg.

Conservacion y mantenimiento de las cepas: Para el almacenamiento de las cepas bacterianas

se hicieron crecer los microorganismos en cultivo liquido con agitacion a 160 rpm hasta alcanzar
una DOgoonm de 0,8. Del cultivo se tomaron 0,85 mL a los que se le agregaron 0,15 mL de
glicerol 87 % estéril, se mezcld y se guardd a -80° C. Para recuperar la cepa, se rasp6 la superficie
con ansa Y se estrio en una placa de LB (Sambrook et al., 1989). Para el uso cotidiano de las

cepas, se mantuvieron a 4 °C en medio sélido y repicadas mensualmente.

A.2 Medios y condiciones de cultivo para plantas.

Medio Agar-Agua: Medio compuesto por agar-agar disuelto en agua a una concentracion final
de 0,8 %8 %.

Medio ByD: Medio para cultivo de L. japonicus y M. sativa. Para preparar 1 litro de medio 10X
se mezclaron 5 mL de solucion A, Sequestrene a una concentracion final de 27 uM, 5 mL de
solucion B. Se agregd NHsNOs a una concentracion final de 5mM o 0,25 mM (esta ultima
concentracion se utilizo cuando se requirié el medio con bajo contenido de nitrégeno), 5 mL de
solucion D. pH 6,6. (Broughton y Dilworth, 1971).

Solucion A:  CacCl» 1 mM
Solucion B:  KH2PO4 0,5 Mm
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Solucién D:  MgSO4-7H,0 0,25 mM

K2SO4 0,25 mM
MnSO4-H20 1uM
H3BOs3 2 uM
ZnS04-7H20 0,5 uM
CuS04-5H20 0,2 uM
CoCl2-6H.0 0,1 uM
NaMoOg4-2H20 0,1 uM

Solucion tampon PBS (phosphate buffered saline): La solucion estd compuesta por NaCl 137
mM, KCI 2,7 mM, NaHPO4 10 mM y KH2PO4 1,8 mM. La solucion fue ajustada a pH 7.4 con
HCI y esterilizada en autoclave a 115 °C durante 20 min (Sambrook et al., 1989).

A.3 Técnicas de manejo de ADN.

PCR de colonia: Para las PCRs de colonia se picaron colonias aisladas con palillos estériles y

se introdujeron en la mezcla de reaccion de PCR. Esta técnica se fundamenta en que durante el
primer ciclo de 95 °C del termociclador se lisan las bacterias liberando el material génico que
sirve de molde para los primers. Alternativamente las colonias seleccionadas se resuspendieron
en 100 pl de agua, se incubaron durante 5 min en un bafio de agua hirviendo, se centrifugaron 5
min a 12000 xg y 1 a 2 pl del sobrenadante se us6 como ADN templado para la reacciones de
PCR.

Extraccién de ADN gendmico: Para la extraccién de ADN total se empled el protocolo de
CTAB adaptado de Ausubel (1987). El cultivo bacteriano se centrifugd a 4 °C 5 min a 12.000
xg. El pellet se resuspendio en 600 uL. de buffer de lisis (10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA,
20 % SDS, 20 mg/mL Proteinasa K (3 puL) y se incub6 1 h a 37 °C. Luego se adicion6 100 puL
de NaCl 5 M y 80 uL de solucion de CTAB precalentada a 65 °C (2 % P/V bromuro de hexadecil
trimetil amonio (CTAB); 1,4 M NaCl; 0,2 % V/V B-mercaptoetanol; 20 mM EDTA; 100 mM
Tris-HCI pH 8). Los acidos nucleicos se separaron mediante adicion de cloroformo:alcohol

isoamilico 24:1 (700ul) y centrifugacion a 12.000 xg 5 min, recuperando la fase acuosa. E1 ADN
se precipitd por adicion de 0,6 V de isopropanol frio e incubacion por 10 min a -80 °C y posterior
centrifugacion a 12.000 xg 10 min. El pellet se resuspendié en 30 uL de agua destilada (Ausubel
etal., 1987)

Meétodo _rapido para detectar clones recombinantes (cracking): Se tomé una pequefia

cantidad de bacterias a partir de colonias de 0,5-1 mm crecidas en medio s6lido con antibidtico
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apropiado, y se resuspendio en microtubo de 1,5 mL conteniendo 20 pL de solucion NaOH 50
mM, SDS 0,5 % y EDTA 5 mM. Las muestras fueron incubadas a 55 °C por 30 min y se agit6
en vortex vigorosamente por 1 min. Se agrego suficiente solucién de carga y se sembraron las
muestras en geles de agarosa 0,8 %. Como control se utilizaron bacterias sin transformar
(Sambrook et al., 1989).

Extraccion de ADN plasmidico (Miniprep de rutina): Tres mililitros de cultivos se hicieron

crecer durante toda la noche a 37 °C con agitacion a 180 rpm en medio LB con antibidtico
apropiado. Las células se cosecharon en tubos de 2 mL en dos centrifugaciones consecutivas.
Se agregaron 200 pL de solucion de resuspencién (Buffer GTE: EDTA 10 mM pH 8,0; Tris-
HCI 25 mM pH 8,0; glucosa 50 mM) + RNAsa 100 pg/mL y se resuspendio con pipeta. Se
agregaron 200 pL de solucion de lisis (SDS 1 %; NaOH 0,2 N) y se mezclé por inversién hasta
obtener una solucion clara. Luego se agregaron 200 pL de solucién de neutralizacion
(AcNa/AcH 3 M) y se mezcl6 rapidamente por inversion hasta observar la formacion de grumos.
Se centrifugaron las muestras durante 15 min a velocidad méaxima y el sobrenadante fue
trasvasado a un tubo limpio. Se agregaron 10 pL de suspension de silica y se centrifugd a 3.000
xg por 30 s. El sobrenadante fue descartado y se hicieron tres lavados consecutivos con 500 pL
de solucion de lavado (NaCl 50 mM; Tris-HCI 10 mM pH 7,5; EDTA 2,5 mM y etanol 50 %).Se
dejo secar la silica a 37 °C y se agregaron 10-15 pL de agua. Se incub6 a 60 °C por 5 min y se
centrifugo a velocidad méaxima por 1 min. El sobrenadante conteniendo el ADN plasmidico fue
trasvasado a un tubo limpio.

Extraccion de ADN plasmidico (para secuenciar): La extraccion de ADN plasmidico para

secuenciar se realizo empleando DNA GenelJet Plasmid® miniprep Kit (Fermentas) o mediante
la técnica de extraccidn alcalina sin fenol, que se detalla a continuacion: 5 mL de suspension de
bacterias recombinantes se cultivaron durante toda la noche en medio LB suplementado con
antibiotico apropiado. Luego se cosecharon por centrifugacion a 12.000 g durante 2 a 3 min. Se
retiro el sobrenadante y el precipitado se resuspendio en 200 ul de solucion de resuspension Pl
(Tris-HCI 25 mM, EDTA 10 mM, pH 8). Se homogeneizé y se agregd 6 uL. de ARNsa 10
mg/mL, luego se adicionaron 200 uL de solucién de lisis P2 (NaOH 0,2 N, SDS 1 %) preparada
en el momento y se mezcld por inversion hasta lograr una solucién transparente por un tiempo
maximo de 5 min. A la solucion anterior, se le adicionaron 200 pLL de solucion de neutralizacion

P3 (KAc 3 M, pH 4,8) y se mezclo por inversion hasta la formacion de grumos. Luego se incubd
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5 min en hielo para favorecer la precipitacion de proteinas. La mezcla anterior se centrifugé a
12.000 xg durante 3 min y se transfiri6 el sobrenadante a un tubo limpio al que se le adicionaron
300 puL de cloroformo, se agitd en vortex, y se centrifugd a maxima velocidad por 5 min.
Posteriormente se transvasaron 530 pL de la fase superior a un tubo limpio. Se agregaron 500
uL de isopropanol para precipitar el ADN, se homogeneiz0 por inversion y se incubo a -20 °C
durante 5-10 min. La solucion se centrifugd a 12.000 xg y a temperatura ambiente durante 15
min. El sobrenadante fue retirado, se lavo el pellet con 500 ul de etanol al 70 %, preparado en
el momento. Se centrifug6 durante 5 min, luego se retir6 el alcohol y se dejo secar en estufa a
50 °C por 10 min. El precipitado se resuspendio en 32 pl de agua bidestilada estéril, y se
adicionaron8 puL de NaCl 4 M y 40 uL de PEG 8000 al 13 % (preparada en el momento), se
mezcld suavemente y se incub6 60 min en hielo. La solucidn se centrifug6 a 12.000 xg durante
30 min, se descarté el sobrenadante y el precipitado se lavé con 400 pL de etanol al 70 %. Se
centrifugd 5 min a 12.000 xg, se retiro el alcohol y se dejé secar completamente en estufa a 50
°C (aprox. 10-15 min o hasta que el precipitado se tornara blanquecino). Finalmente, el

precipitado se resuspendio en 20 pl de agua Milli-Q estéril.

A.4 Clonacién del ADN amplificado.

Reaccion de ligacién: Durante el proceso de ligacién para la formacion de una molécula de

ADN recombinante, se utiliz6 la enzima ADN T4 ligasa que cataliza la formacion de un enlace
fosfodiéster 3°- 5° entre el grupo hidroxilo del extremo 3’ de un fragmento de ADN vy el grupo
fosfato del extremo 5’ del plasmido de clonacion. La reaccion de ligacion para el producto de
PCR se realiz6 segun instrucciones del fabricante (Fermentas) y siguiendo las recomendaciones
de Sambrook et al. (1989) en un volumen de reaccion total de 7 pL. Se mezclaron 0,7 pL de
solucién tampon de ligasa 10X; 4 pL del producto de amplificacion por PCR (banda Unica) o
del extracto de banda con tamafio esperado purificada a partir de gel de agarosa con el kit de
extraccion de ADN QIAquick (QIAGEN); 1,8 L de vector y 0,5 pL de T4 ADN ligasa (5 U/
pL). La mezcla de reaccion se incubd a 16 °C por 16 h. Una vez finalizada la incubacion, se

tomaron 3 pL para la transformacion de células de E. coli DH5a quimicamente competentes.

Separacion de acidos nucleicos por electroforesis en geles de agarosa: Las muestras se

separaron por electroforesis horizontal en geles de agarosa entre un 0,8 y 1,2 % (p/v) en buffer

TAE 0,5X vy las corridas se hicieron a 100 V. Los fragmentos se observaron en transiluminador
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UV. Las impresiones de las imagenes se tomaron con un analizador de imagenes (Biorad)
modelo Gel Doc XR. El tamafio de los fragmentos se determiné utilizando como patrén el ADN
del fago Sc3, digerido con la enzima de restriccion Hindlll (Sambrook y Russel, 2001) o el
marcador comercial 1Kb ADN Ladder Plus (Fermentas). La concentracion del ADN se estimé

por espectrofotometria a una longitud de onda de 260 nm.

A.5 Obtencion de células competentes.

Por método quimico: Una colonia de E. coli DH5a aislada se sembr6 en 5 mL de medio LB

liquido y se cultivé toda la noche a 37 °C con agitacion a 160 rpm. Un mL de este cultivo se
transfirio a 50 mL de medio LB liquido y se incubd con agitacién a 160 rpm a 37 °C hasta
alcanzar una DOsoonm entre 0,4-0,6. Inmediatamente el cultivo se enfrio en hielo 10 min, para
todos los pasos siguientes se mantuvieron las células a una temperatura cercana a 0 °C en un
bafio agua/hielo. Los50 mL de cultivo se transfirieron a tubos de polipropileno y se
centrifugaron a 2.900 xg, en centrifuga Beckman refrigerada durante 3 min a 4° C. El precipitado
se resuspendid en 50 mL de 100 mM CacCl: frio y se incubé en hielo 30 min. La suspension se
centrifugd nuevamente, como se describid anteriormente, y el precipitado se resuspendié en 30
mL de CaCl> 100 mM frio y se volvio a incubar en hielo durante 30 min. Las células fueron
centrifugadas a 3200 xg 10 min a 4 °C. Las células fueron resuspendidas en 2 mL de CaCl2 100
mM, incubadas nuevamente en hielo por 30 min y se le agregd glicerol estéril a una
concentracion final del 20 %. El cultivo de células competentes fue fraccionado en muestras de
50 pL en tubos Eppendorf de 1.5 mL y congeladas inmediatamente en aire liquido para su

posterior conservacion a -80 °C.

Por electroporacién: A partir de una colonia de E. coli se obtuvo un cultivo siguiendo el mismo

procedimiento que para la obtencion de células competentes por el método quimico. Las células
fueron centrifugadas a 4.000 g por 15 min a 4 °C en tubos de polipropileno de 50 mL para
centrifuga previamente enfriados. Se descartd el sobrenadante y se resuspendieron las células
en 50 mL de glicerol 10 % frio. Se volvieron a centrifugar las células a 4.000 xg por 15 min a 4
°C y se descartd el sobrenadante. Las células fueron resuspendidas en 25 mL de glicerol 10 %
y se volvieron a centrifugar a 4.000 xg por 15 min. Se resuspendieron las celulas en 2 mL de
glicerol 10 % y se centrifugaron nuevamente en las condiciones descriptas anteriormente. Por

ultimo, las células se resuspendieron en 1 mL de glicerol 10 % y se alicuotaron en 50 pL en
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tubos Eppendorf de 1,5 mL. Las alicuotas fueron congeladas inmediatamente en aire liquido y
conservadas a -80 °C.

A.6 Transformacion de E. coli.

Transformacion por chogue térmico: Una alicuota de células competentes de E. coli DH5a

se descongel6 en hielo a 0 °C. Se agregaron 1-2 uL. de ADN plasmidico (200 ng/uL) 0 5-10 uL
de mezcla de ligacion y se mantuvo en hielo durante 30 min. Posteriormente se realizd un
choque térmico a 42 °C durante 90 s. Inmediatamente se incubd la mezcla durante 2 min en
hielo y se le agregdé 1 mL de medio LB a temperatura ambiente. La suspension se incub6 a 37
°C durante 45 min con agitacion constante a 100 rpm. Se tomaron 2 alicuotas de 100 puL de la
mezcla y se sembrd cada una en placas de Petri de 10 cm de didmetro con medio LB
suplementadas con los antibidticos apropiados. Para la transformacién con plasmidos
provenientes de una ligacion se sembrd la totalidad de las células. Para ello se centrifugd a 2.500
Xg por 5 min a temperatura ambiente y se extrajeron 800 pL de sobrenadante, dejando
aproximadamente 200 pL para resuspender el pellet. Finalmente se tomaron 100 pL de las
suspensiones y se sembraron por duplicado en medio sélido LB con antibiético apropiado.

Transformacion por_electroporacién: Se descongelaron las células en hielo a 0 °C y se

enfriaron cubetas de electroporacion de 0,2 cm. Se agregaron de 1 a 2 puL. de ADN plasmidico
(previamente resuspendido en una solucion de baja fuerza idnica para evitar la formacion de
arcos eléctricos). La mezcla se traspaso a una cuba de electroporacién fria y se incubd en hielo
por aproximadamente 1 min. Las células se electroporaron en electroporador Gene Pulser Xcell
(Bio Rad) a 2,5 kV por 5 ms. Inmediatamente se resuspendieron agregando 1 mL de medio LB
a la cubeta de electroporacion y se transfirieron a un tubo Eppendorf de 1,5 mL. Las células se
incubaron a 37 °C en agitacion a 160 rpm por 45 min. Alicuotas de 100 pL fueron sembradas
en placas de 10 cm de didmetro conteniendo medio LB suplementadas con el antibiotico
apropiado. Para la transformacion con plasmidos provenientes de una ligacion se sembraron la
totalidad de las células concentrandolas por centrifugacion a 2.500 xg por 5 min a temperatura

ambiente.

A.7 Estimacion relacion DO/UFC/mL:
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La relacidn entre la densidad dptica y las unidades formadoras de colonias (UFC) se evalud en
medio YEM, donde se observo que no hubo diferencias significativas entre las UFC obtenidas

para una misma DOsoo entre M. loti WT y las transformadas (tabla A7.1).

Tabla A7.1: Correlacion de UFC/mL correspondientes a una DO600=1 en las cepas de M. loti
WT, M. loti 1708 y M. loti sod.
Los valores representan la media + E.E. Letras distintas indican diferencias significativas (p<

Cepa D.O. s00nm UFC/mL

M. loti WT 1 3,90 x 101 + 2,51 x 10%a

M. loti 1708 1 419x 10 +240x 10%a

M. loti sod 1 3,93x10%+231x10%a
0,05); n=3.
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