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Resumen

Las bacterias del género Pseudomonas tienen una gran versatilidad metabdlica la cual
les permite desarrollarse en distintos ambientes. Particularmente Pseudomonas
extremaustralis 14-3b posee caracteristicas de interés biotecnolégico como la produccién de
bioplasticos, la capacidad de biorremediacion y de promocion del crecimiento vegetal. El
mioinositol (MI) es un compuesto ampliamente encontrado en la naturaleza, incluyendo las
superficies de las plantas, sin embargo, su utilizacion como fuente de carbono y su papel en
el metabolismo bacteriano no ha sido estudiado en profundidad aun. Resultados anteriores
obtenidos por nuestro laboratorio mostraron que P. extremaustralis sobre-expresa genes
involucrados en el catabolismo del Ml cuando es expuesta estrés nitrosativo con S-
Nitrosoglutation (GSNO) en medio LB y condiciones microaerdbicas. En este trabajo se
analiz6 la capacidad de P. extremaustralis de usar Ml como Unica fuente de carbono, asi
como su efecto protector contra estrés nitrosativo y oxidativo en diferentes condiciones de
aireacion. También se estudidé el crecimiento a diferentes temperaturas (8°C y 28°C) y
condiciones de aireacion con Ml o glucosa. El crecimiento en aerobiosis en medio minimo
utilizando glucosa o MI fue similar. Lo mismo ocurri6 en microaerobiosis en cultivos
suplementados con KNOs, si bien el crecimiento fue menor que en aerobiosis. La formacion
de biofilms fue mayor con MI como fuente de carbono tanto en botellas como en placas de
poliestireno. La resistencia al estrés oxidativo de cultivos aerébicos y microaerobicos se
determiné por el método de difusion en discos. Cultivos aerébicos suplementados con Ml o
glucosa mostraron halos de inhibicion similares. La misma tendencia se observé bajo
condiciones microaerobicas, pero se observd mayor sensibilidad al estrés que en aerobiosis.
La resistencia al estrés oxidativo en cultivos microaerébicos suplementados con
concentraciones crecientes de KNOs resulté mayor en Ml'y 1,5 g/L 0 2,5 g/L de KNO3 en
comparacion con glucosa. También se estudiaron algunas caracteristicas asociadas a la
promocién del crecimiento vegetal. En Ml P. extremaustralis no fue capaz de solubilizar
fosfato, pero aumenté la produccién de pioverdinas. Nuestros resultados muestran que P.
extremaustralis utiliza MI como Unica fuente de carbono a diferentes temperaturas y
condiciones de aireacion y sugieren que este compuesto protege contra el estrés nitro-
oxidativo. Por otra parte, se realizd un estudio proteémico en frio en fase estacionaria de
crecimiento obteniéndose 131 proteinas sobreexpresadas y 93 reprimidas. La comparacion
con estudios transcriptomicos previos mostré que la proteina de cold shock (CspA) se
encontraba sobre/expresada a nivel de mRNA y proteina. Ademas, se observé coincidencia

en 27 de las proteinas reprimidas.



Abstract
Analysis of strategies involved in cold adaptation and microaerobiosis in

Pseudomonas extremaustralis

Bacteria from the Pseudomonas genus have a great metabolic versatility which allows
them to flourish in different environments. Particularly, Pseudomonas extremaustralis 14-3b
has characteristics of biotechnological interest like bioplastic production, bioremediation and
plant growth promotion traits. Myo-inositol (MI) is a commonly found compound in nature,
including plant surfaces, nevertheless its use as carbon source and its role in bacterial
metabolism has not yet been deeply studied. Previous results obtained by our laboratory
showed that P. extremaustralis overexpressed genes involved in Ml catabolism when it's
exposed to nitrosative stress with S-Nitrosoglutathione (GSNO) in LB medium and
microaerobic conditions. Throughout this work we studied the ability of P. extremaustralis to
use MI as sole carbon source as well as its protective effect against nitrosative and oxidative
stress in different aeration conditions. We also studied growth under different temperatures
(8°C and 28°C) and aeration conditions with Ml or glucose. Growth in aerobiosis using Ml or
glucose was similar. This also occurred in microaerobiosis in KNOz supplemented cultures,
although growth was lower than in aerobiosis. Biofilm formation was higher in Ml as carbon
source both in 5 ml bottles and polystyrene plates. Oxidative stress resistance from aerobic
and microaerobic cultures was determined with the agar disk diffusion method. Aerobic
cultures supplemented with Ml or glucose showed similar inhibition halos. The same trend
was observed under microaerobic conditions, but cultures were much more sensitive to stress
than in aerobiosis. Resistance to oxidative stress in microaerobic cultures supplemented with
growing concentrations of KNOs resulted higher in Ml cultures and 1.5 or 2.5 g/L of KNOs3
compared to glucose. Some characteristics associated with plant growth promotion were
studied. In Ml P. extremaustralis was not able to solubilize phosphate but was able to produce
pyoverdines. Our results show that P. extremaustralis uses Ml as sole carbon source and
suggest that MI protects it against nitro-oxidative stress. Besides this, a proteomic study in
cold temperature and stationary phase was made showing 131 overexpressed proteins and
93 repressed. The comparison with previous transcriptome studies showed that the cold shock
protein (CspA) was overexpressed both at mRNA and protein level. A coincidence of 27

repressed proteins was also observed.
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En la naturaleza, las bacterias estan expuestas a variaciones en distintos factores
ambientales tales como la temperatura, la disponibilidad de oxigeno y el contenido de agua y
nutrientes. La supervivencia frente a cambios en estos factores requiere una serie de
respuestas adaptativas finamente controladas. El género Pseudomonas comprende un grupo
diverso perteneciente a las y-Proteobacterias que ocupan diferentes ambientes y poseen una
amplia versatilidad metabdlica que les permite adaptarse a estas condiciones cambiantes.

Este grupo de bacterias incluye representantes con impacto tanto negativo como positivo
para diversas actividades humanas y para la salud humana, animal y vegetal. Por un lado,
existen especies patdgenas animales, vegetales e incluso patégenas humanas como P.
aeruginosa. Por otro lado, existen especies con interés biotecnoldgico capaces de utilizar un
amplio rango de compuestos organicos simples y complejos como fuente de carbono y
dadores de electrones para la obtencion de energia. Entre estos se encuentran compuestos
xenobidticos por lo que muchas de estas especies son consideradas buenas candidatas en
procesos de biorremediacion ambiental. Ademas, son capaces de producir diversos
compuestos de interés como pigmentos, alginatos y polihidroxialcanoatos. Por otro lado,
dentro del género también se encuentran especies de importancia agricola que se asocian a

la rizosfera y son consideradas promotoras del crecimiento vegetal (PGPR).

Metabolismo aerdbico y microaerdbico bacteriano

La respiracién es un proceso catabdlico en el cual un compuesto dador de electrones es
oxidado en presencia de O; (respiracion aerdbica) o de un sustituto de O, como aceptor
alternativo terminal de electrones (respiracion anaerdbica) para la generacion de energia.
Cuando hay O disponible, la respiracion aerobia tendra lugar debido al mayor rendimiento
energético en aquellos organismos capaces de llevarla adelante. Por este motivo el O3
constituye un compuesto fundamental para el desarrollo de la vida. Muchas bacterias poseen
la capacidad de realizar respiracion aerobia o anaerobia dependiendo de la disponibilidad de
oxigeno u otros aceptores de electrones. En Pseudomonas la respiracion aerébica es el
mecanismo preferido de generacion de energia, pero varias especies pueden desarrollarse
en ambientes que poseen un gradiente de condiciones de oxigeno, desde aerobiosis hasta
anaerobiosis pasando por la microaerobiosis, utilizando diferentes mecanismos para
obtencion de energia, que comprenden la respiracion aerobia y anaerobia y también la
fermentacion del aminoéacido arginina (Palleroni, 2005). Ademas, las Pseudomonas poseen
una amplia gama de adaptaciones celulares en respuesta a cambios en los niveles de
oxigeno, como la presencia de citocromos con distinta afinidad por el oxigeno y la utilizacion
de nitrato como aceptor alternativo de electrones en la respiracion anaerobia (Ugidos et al.,

2008). El metabolismo anaerobio presenta distinto grado de desarrollo en este género. P.
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aeruginosa puede llevar a cabo un proceso completo de desnitrificacion, P. extremaustralis
solo es capaz de reducir el nitrato a nitrito, mientras que otras especies como P. putida no

pueden utilizar nitrato (Raiger lustman et al., 2015).

Fuentes de estrés en bacterias

Estrés oxidativo y nitrosativo

En ambientes con presencia de oxigeno se generan especies reactivas del oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés) que causan dafio celular afectando lipidos, proteinas y DNA.
Esto se conoce como estrés oxidativo. Las ROS son un producto de la respiracion aerébica
al utilizar oxigeno como aceptor final de electrones el cual puede reducirse de manera
incompleta en la cadena respiratoria. Como resultado se generan perdxido de hidrégeno
(H20), anion superodxido (O2) y el radical hidroxilo (OH®) (Schieber y Chandel, 2014).
También existen otras fuentes de estrés oxidativo en la naturaleza como subproductos de la
incidencia de luz ultravioleta, antibi6ticos, compuestos xenobiéticos o compuestos secretados
al medio extracelular por otras bacterias. Por ejemplo, las bacterias acido lacticas generan y
secretan al medio extracelular H>O; para inhibir a sus competidores (Reis et al., 2012). Incluso
pueden ser generados por células del sistema inmune y también por plantas ante la presencia
de patdgenos (Fu et al., 2015; Imlay, 2019). Las ROS producen dafio a nivel celular debido a
gue reaccionan con macromoléculas como lipidos (dandose peroxidacion lipidica), proteinas
(dandose la carbonilacién) y sobre el DNA (Imlay, 2013). Las bacterias poseen varios
mecanismos de defensa contra las ROS, pero si estas no son suficientes para detoxificarlas
se produce la muerte celular. Los microorganismos también pueden enfrentarse a estrés
derivado de especies reactivas del nitrdgeno (RNS, por sus siglas en inglés) las cuales
producen estrés nitrosativo y existen varias moléculas vinculadas a este fendbmeno. Una de
ellas es el 6xido nitrico (NO), una molécula que cumple varias funciones en el metabolismo
bacteriano: es un intermediario en la desnitrificacion, esté involucrado en la dispersion de
biofilms y recientemente se ha descrito su rol en la biosintesis de metabolitos secundarios
(Caranto, 2019; Poh y Rice, 2022). Sin embargo, a concentraciones elevadas es un agente
estresante para la célula. Esto se debe a que puede reaccionar con otras especies como el
anion superoxido (O2) generando RNS. Otra molécula causante de estrés nitrosativo es el
ion nitrito (NOy). El nitrito se produce durante la reduccién del nitrato (NO3) para obtener
energia en condiciones de baja o nula tensiébn de oxigeno o durante el proceso de
desnitrificacion bacteriana. Si este interactla con otras especies reactivas genera también
RNS (Bauer, 2019). En algunas especies bacterianas la desnitrificacion es incompleta debido

a la ausencia de ciertos genes de esta via en el genoma. Este es el caso de P. extremaustralis
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14-3b que es capaz de reducir NOs a NO; pero carece de la mayoria de los genes
correspondientes al operdn nir necesarios para reducir NO2” a NO durante la desnitrificacion
(Tribelli et al., 2010; Raiger lustman et al., 2015). El nitrito entonces se acumulara en el
proceso de reduccion del nitrato en baja tension de oxigeno, que, combinado con otras
moléculas como se menciond, puede generar estrés nitrosativo. Las interacciones entre ROS

y RNS se ilustran en la Figura 1.

NO

O,

H,0,+ NO,” = ONOO ™ +H,0

R

HO; + H,0 «NO,

NO;
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Y™ o,n00 -A 0,

H+
Figura 1: Red de reacciones entre ROS y RNS en sistemas biolégicos. Figura adaptada de Bauer,
20109.

Adaptaciones y estrés derivados de la exposicion a bajas temperaturas

La temperatura es uno de los factores mas importantes para el crecimiento bacteriano.
Los ambientes frios son predominantes en nuestro planeta ya que aproximadamente el 80%
de la superficie terrestre presenta temperaturas menores a 15°C (Rodrigues y Tiedje, 2008).
El estudio de los microorganismos adaptados al frio resulta de interés por su impacto tanto
positivo como negativo para la actividad humana y el conocimiento de los mecanismos
fisiolégicos que intervienen en este proceso es aun escaso (Trevors et al., 2012). Las
bacterias psicréfilas y psicrotolerantes han desarrollado estrategias para adaptarse al frio.
Entre ellas la presencia de enzimas adaptadas a bajas temperaturas, la expresion de
proteinas cold shock, la sintesis de moléculas osmoprotectoras y la alteracion en la
composicion de los lipidos de la membrana plasmatica (Kawamoto et al., 2007; Tribelli y
Lépez, 2018).



La exposicion a bajas temperaturas también genera estrés oxidativo debido a la
producciéon de ROS. A medida que la temperatura disminuye la solubilidad del oxigeno
aumenta y sumado a la alteracion en la fluidez de las membranas, provoca un aumento en
las ROS (Chattopadhyay et al., 2011), frente a las cuales bacterias como P. extremaustralis
desarrolla mecanismos de adaptacibn como la acumulacién de polimeros como los
polihidroxialcanoatos (Ayub et al., 2009; Tribelli et al., 2011).

Rol del inositol en el metabolismo bacteriano

El inositol, o ciclohexanohexol, es un compuesto organico perteneciente a la familia de
los polialcoholes. Presenta varios estereoisomeros, como el d-chiro- y scyllo-inositol, siendo
el mioinositol el mas abundante en la naturaleza. En organismos vegetales posee varias
funciones tales como biogénesis de estructuras de la membrana y pared celular,
almacenamiento de fosfato, sefializacion celular y resistencia a factores externos estresantes
(Loewus y Murthy, 2000). También se ha descrito su rol en relacién a la interaccion planta-
bacteria debido a su presencia en la rizosfera (Kohler et al., 2011) y distintos estudios han
reportado que la via catabdlica del inositol juega un papel clave en el éxito de la nodulacion
en las raices de las plantas (Kohler, et al., 2010). Incluso cumple funciones en la
supervivencia del patégeno Brucella dentro de su huésped y en la virulencia de Salmonella
typhimurium en animales (Kohler et al., 2011; Pang et al., 2015).

La via catabdlica del mioinositol (Figura 2B) y su regulacién se ha descrito en varias
especies bacterianas, principalmente en la bacteria gram-positiva Bacillus subtilis (Yoshida et
al., 2008). Los genes involucrados en esta via se denominan iol y estan organizados en un
operdn que incluye iolABCDEFGHIJ. Este operén es regulado por el represor iolR el cual se
une a la region promotora del mismo. Varias especies del género Pseudomonas como P.
aeruginosa y P. putida carecen de estos genes, pero se encuentran presentes en P.
protegens, P. fluorescens y P. extremaustralis. Esta Gltima posee los genes iolB, iolC, iolD,
iolE y dos copias de iolG (Figura 2A). Rio arriba de este cluster se encuentra un gen que
codifica un regulador transcripcional (PE143B_0113035), mientras que rio abajo se ubican
tres genes que codifican proteinas pertenecientes a un sistema de transporte de este
compuesto. Cabe destacar que el gen iolJ, que codifica una aldolasa central en esta via, esta
ausente en su genoma (Figura 2A) (Solar Venero, 2020).

Trabajos anteriores de este laboratorio mostraron que ante estrés nitrosativo en
condiciones microaerobicas P. extremasutralis aumentaba la expresion de algunos genes de
la via del catabolismo del inositol. En cultivos microaerébicos de esta especie realizados en
medio LB y expuestos a S-Nitrosoglutation (GSNO), un dador de NO, se sobreexpresaban
los genes iolE, iolB, iolD e iolG, el regulador transcripcional y el gen iatA, que codifica uno de

los componentes del sistema de transporte del inositol (Figura 2 A y B). Sin embargo, a la
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fecha no existen reportes que indiquen si P. extremaustralis puede utilizar mioinositol como

A.

Unica fuente de carbono o si este genera proteccion contra estrés nitrosativo
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Figura 2: A. Organizacion gendmica de los genes involucrados en el metabolismo del mioinositol en
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P. extremaustralis. Las flechas indican direccion y tamafio relativo de los genes. Las flechas verdes

indican genes que se encontraron sobre-expresados en condiciones microaerébicas con estrés

nitrosativo y la azul indica que el gen se encuentra expresado pero su expresion no presento

diferencias significativas con respecto a microaerobiosis. Imagen tomada de Solar Venero, 2020. B

Catabolismo del inositol en bacterias Gram-positivas y negativas. Las enzimas marcadas con verde y
azul siguen el mismo criterio de coloracién que en (A). Imagen modificada de Weber y Fuchs, 2022.
MI: mioinositol, KMI: 2-ceto-mioinositol, THcHDO: 3D-(3,4/5) trihidroxiciclohexano-1,2-diona, 5DG

acido 5-deoxi-glucuronico, DKG: acido 2-deoxi-5-ceto-d-gluconico, DKGP: &cido 6 -fosfato 2-deoxi-5-

ceto-d-gluconico, TCA: ciclo de los &cidos tricarboxilicos, G3P: gliceraldehido-3-fosfato
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Estudio de la fisiologia bacteriana a bajas temperaturas: aproximaciones

globales

Los enfoques clasicos para el estudio de la fisiologia y bioquimica microbiana se han
centrado en analisis bioquimicos individuales o de via metabdlicas sencillas, sumado al uso
de herramientas de biologia molecular que significaron un avance importante en muchas
disciplinas de las ciencias bioldgicas, incluyendo la microbiologia. Este enfoque fisiol6gico
apunta a una funcion o gen especifico o subconjunto de genes o productos génicos (RNA 'y
proteinas) y al andlisis de respuestas moleculares en condiciones especificas. Por el

(14

contrario, las aproximaciones globales "6micas" integran diferentes metodologias para
caracterizar y cuantificar diferentes moléculas, permitiendo obtener una imagen detallada de
la respuesta de un organismo a su entorno. El desarrollo de estas tecnologias ha sido posible
gracias al equipamiento que permite obtener los datos masivos, asi como a la incorporacién
de la bioinformética, utilizada para procesar grandes conjuntos de datos biol6gicos (datos
O6micos), y la estadistica. Estas técnicas basicamente comprenden: la gendémica que
proporciona una descripcion general del conjunto del DNA, la transcriptémica que analiza los
patrones de expresion génicay la protedmica que estudia el conjunto de proteinas. A medida
gue se progresa en el conocimiento también adquieren relevancia nuevas técnicas 6micas
como la metabolémica que estudia el conjunto de metabolitos y algunas mas enfocadas en
componentes particulares como la lipidomica o glicomica.

Las técnicas Omicas permiten comprender de manera mas profunda los sistemas
complejos, generando nuevas hip6tesis de trabajo. La genémica permite conocer todos los
genes de un organismo, pero en muchos casos es necesario investigar que codifican y
cuando y porque se transcriben y traducen. Los estudios de transcriptdémica y protedmica
proveen entonces informacién acerca de la funcionalidad.

La transcriptomica comprende el analisis del conjunto de moléculas de RNA, incluyendo
MRNAs, rRNAs, tRNAs y otros RNAs no codificantes, que se encuentran presentes en una
célula o un conjunto de células en un momento determinado y en condiciones especificas y
gue permite la deteccidon de nuevos transcriptos, asi como la cuantificacién del conjunto de
los RNA en un momento dado. Los RNA cumplen diversas funciones biolégicas, actuando
como intermediarios en la sintesis de proteinas o cumpliendo roles cataliticos y regulatorios.
Las funciones celulares, dependen en gran parte, de la abundancia relativa y la actividad de
las moléculas de RNA en el tiempo y en respuesta a los diferentes estimulos.

La protedmica permite la identificacion de todas las proteinas expresadas, en un
momento dado y bajo determinadas condiciones en una célula o conjunto de células (Wilkins,

2009). Debido a la gran diversidad de las proteinas en cuanto a nimero, tamafio, propiedades
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y modificaciones post-traduccionales la complejidad de los proteomas es mayor comparada
con genomas Y transcriptomas. Por otra parte, las bacterias poseen una gran capacidad de
adaptarse a los cambios del ambiente por lo que el proteoma es altamente dinamico. El
namero y tipo de proteinas en una célula cambian en respuesta al entorno u otros factores,
como la etapa de crecimiento o ciclo de desarrollo. A través de esta téchica se pretende
determinar la abundancia de las proteinas, los cambios en respuesta a la degradacién bajo
determinadas condiciones, como asi también, detectar modificaciones post-traduccionales en
las secuencias proteicas, tales como fosforilaciones o glicosilaciones, por ejemplo.

En resumen, el objetivo de la protedbmica es el conocimiento de qué proteinas se
sintetizan bajo un conjunto dado de condiciones, complementa los datos transcriptomicos y
si se detecta una cierta proteina es la técnica que permite confirmar si realmente se produce

la traduccion de un transcripto detectado por transcriptémica.

Pseudomonas extremaustralis

En este trabajo se utiliz6 la bacteria extremdfila Pseudomonas extremaustralis. P.
extremaustralis es una bacteria Gram-negativa aislada del continente Antartico (Ayub et al.,
2004, Lopez et al., 2009). El aislamiento se realiz6 a partir de una muestra de una charca
temporal, un ambiente expuesto a alta incidencia de luz ultravioleta, variaciones extremas de
luminosidad, escasez de nutrientes y cambios de temperatura, caracterizados por procesos
de congelamiento y descongelamiento. Puede crecer eficientemente a baja temperatura, pero
también es mesofila (Raiger lustman et al., 2015). Posee la capacidad de almacenar
polihidroxialcanoatos  (PHA), bioplasticos de interés biotecnol6gico, siendo el
polihidroxibutirato (PHB) el compuesto mayoritario (Catone et al., 2014). La sintesis de estos
polimeros se produce a partir 4cidos grasos como el octanoato de sodio y de glucosa en
menor proporcion (Catone et al., 2014). Es una especie con alta resistencia a estrés oxidativo
y térmico (Ayub et al., 2004; Ayub et al., 2009) y un compuesto asociado a esto es PHB, que
funciona como reserva energética y fuente de poder reductor. Posee la capacidad de producir
y acumular grandes cantidades de este compuesto el cual es esencial para la supervivencia
en frio, ya que su ausencia genera un desbalance en el estado redox celular y mayor
sensibilidad al estrés oxidativo (Ayub et al., 2009, Tribelli y Lopez, 2011).

P. extremaustralis es capaz de crecer en ambientes con distinta disponibilidad de
oxigeno: aerodbicos, microaerdbicos o anaerébicos mediante la reduccién de nitrato o la
fermentacion de arginina y piruvato (Tribelli et al., 2010; Raiger lustman et al., 2015). El
proceso de desnitrifacion que realiza es incompleto ya que, como se dijo anteriormente,

carece la mayoria de los genes del operon nir (Tribelli et al., 2010; Raiger lustman et al.,
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2015). Por otro lado, posee algunas caracteristicas de promocién de crecimiento vegetal
como la produccién de acido indolacético (AlA), la mineralizacién de fosfatos organicos, la
solubilizacion de fosfatos inorganicos y la produccién de pioverdinas (sideroforos) que estan

asociadas al biocontrol de especies fitopatdgenas (Ibarra, 2017).
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OBJETIVOS E HIPOTESIS



El objetivo general del laboratorio es el estudio de los mecanismos de adaptabilidad al
ambiente en distintas especies bacterianas. Una de ellas es P. extremaustralis, un organismo
aislado de un ambiente extremo que presenta gran resistencia al estrés. Se sabe que muchas
respuestas fisiolégicas en microorganismos dependen de la fuente de carbono utilizada.
Observaciones previas del laboratorio mostraron que en presencia de estrés nitrosativo los
genes relacionados con el catabolismo del inositol se encuentran sobre-expresados. En base
a esto se propone como primera hipotesis del trabajo que el inositol confiere mayor
proteccion contra el estrés nitrosativo en comparacion con otras fuentes de carbono.

Por otra parte, el laboratorio esta interesado en el estudio de la fisiologia en condiciones
de baja temperatura de P. extremaustralis utilizando herramientas de andlisis global,
combinadas con estudios fenotipicos y genéticos. Se han identificado varios mecanismos
relacionados con la adaptacion temprana al frio por lo que se investigaran estrategias
involucradas en la exposicién prolongada a baja temperatura. Como segunda hipoétesis de
trabajo se plantea que P. extremaustralis despliega una serie de respuestas durante las
etapas tempranas de exposicion al frio que son reajustadas a medida que aumenta el tiempo
de exposicion y finaliza la adaptacién, manteniendo algunas de ellas y desplegando otras

nuevas.
En base a esto se plantean los siguientes objetivos especificos:
1. Analizar el crecimiento en presencia de mioinositol en cultivos realizados a diferente
temperatura y condiciones de aireaciéon y analizar la resistencia al estrés oxidativo y

nitrosativo.

2. Analizar el perfil global protedmico de adaptacion al frio durante la fase estacionaria.

Seleccionar genes relevantes para el andlisis individual de su expresion.
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MATERIALES Y
METODOS



1. Microorganismos y condiciones de cultivo

1.1 Cepas utilizadas

Los experimentos presentados en esta tesis se realizaron con Pseudomonas
extremaustralis 14-3b (DSM 25547) una especie aislada a partir de muestras procedentes del
continente Antartico (Lopez et al., 2009).

1.2 Condiciones de Cultivo

Los cultivos utilizados en este trabajo se realizaron siguiendo el mismo procedimiento
gue se describe a continuacion. A partir de colonias aisladas de P. extremaustralis
procedentes de placas de cultivos frescos (24-48h) se realizaron precultivos en medio LB que
fueron incubados toda la noche a 28°C. Estos precultivos se utilizaron para inocular cultivos,
a una DOseoonm inicial de 0,05, en diferentes condiciones.

Para los ensayos se utilizé medio minimo E2 (Lageveen et al., 1988, Anexo Materiales y
Métodos) suplementado con glucosa o mioinositol al 1% o medio LB suplementado con
octanoato de sodio 0,25%. Los cultivos aerébicos se realizaron en frascos de tipo Erlenmeyer
manteniendo una relacion 1:10 (volumen medio de cultivo: volumen frasco) y agitacion alta
(200 r.p.m). Para las condiciones de baja aireacién o microaerobiosis se emplearon frascos
de 10 ml con tapa a rosca herméticamente cerrados, una relacién 1:2 (volumen medio de
cultivo: volumen frasco) y agitacion suave (50 r.p.m). Los cultivos microaerébicos fueron
suplementados con KNOs; 0,08% como se empleé en trabajos anteriores con P.
extremaustralis (Tribelli et al., 2010; Solar Venero et al., 2019) e incubados a 28°C por 48 h.

En todos los casos se trabaj6é con cultivos independientes y como minimo se realizaron

3 réplicas.

1.2 Ensayos de crecimiento

Se realizaron curvas de crecimiento en condiciones aerébicas en medio minimo E2
suplementado con glucosa o mioinositol. La incubacién se llevé a cabo a 8°C y a 28°C.
Durante el desarrollo del experimento se tomaron alicuotas a distintos tiempos para las cuales
se midié la DOsoonm Utilizando un espectrofotdémetro.

Para estudiar el crecimiento en microaerobiosis con mioinositol o glucosa como fuente
de carbono los cultivos microaerdbicos se incubaron a 28°C durante 48 h. Luego de esto, se
midi6 la DOeoonm, Y €N este caso, ademas, se centrifugaron los cultivos a 11500 g por 2 min 'y

se liofilizo el pellet bacteriano para medir el peso seco celular.
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1.5 Sensibilidad al peroxido de hidrégeno en medio sélido

Para determinar la resistencia al estrés oxidativo se emple6 un ensayo de sensibilidad al
peroxido de hidrogeno (H20-) por difusién en disco (Ayub et al., 2004). Se utilizaron cultivos
suplementados con mioinositol o glucosa de 24 h de crecimiento en condiciones aerdbicas y
de 48 h de crecimiento en condiciones microaerodbicas. Luego de la incubacion se ajusto la
DOsoonm de los cultivos a 2. Se sembraron 200 ul de esta suspension bacteriana en placas de
medio LB. Para mantener uniformidad en las condiciones experimentales las placas se
prepararon con 20 ml de medio de manera que siempre presentaran el mismo grosor.
Posteriormente se dejaron secar durante 10 minutos y se colocaron 3 discos de papel de filtro
estériles (6 mm de diametro) por placa dejandolos secar nuevamente durante 10 minutos.
Luego se agregaron 5 pl de H,0, 30% estabilizada (Merck). Las placas se incubaron durante

toda la noche a 30°C y se determiné el diametro del halo de inhibicién del crecimiento.

1.6 Sensibilidad al estrés nitrosativo en microaerobiosis

Se utilizaron 2 compuestos que generan estrés nitrosativo. Por un lado, el S-
Nitrosoglutation (GSNO) que es un dador de NO. Por otro lado, se utilizo el nitrato de potasio
(KNO:s) en distintas concentraciones el cual, ademas de ser aceptor alternativo de electrones
en bajas tensiones de oxigeno, al reducirse se produce nitrito, que como se describi6 en la
seccion introduccion en P. extremaustralis se acumula y puede producir estrés nitrosativo.

En el caso de los ensayos con GSNO, cultivos microaerébicos con mioinositol o glucosa
se incubaron con GSNO 100 yM durante 1 h. Se utilizd6 H2O bidestilada (bd) como control.
Posteriormente se realizé la determinacion de las unidades formadoras de colonias en
presencia de GSNO o su control por recuento en gota. Previo a la realizacién de las diluciones
seriadas y debido a la observacion de la formacion de biofilms robustos en la interfaz aire-
medio se tomd 1 ml de cultivo y se lo sometié a un ciclo de 30 segundos de sonicacién
empleando un sonicador de bafio (TESTLAB lavador ultrasénico). Se realizaron diluciones
seriadas al décimo y se sembr¢ una gota de 5 pl de cada dilucion en placas de LB agar y se
incubo a 30°C durante toda la noche.

Para analizar el efecto del KNOsy los compuestos derivados de su utilizacion sobre el
crecimiento bacteriano, se midi6 DOsoonm de cultivos microaerdbicos suplementados con
mioinositol o glucosa y concentraciones crecientes de KNOs (0; 0,8; 1,5; 2,5 g/L). Luego se
centrifugd el volumen total del cultivo o 1,5 ml del mismo a 11500 g por 2 min y se guardo el
sobrenadante para la determinacién de nitritos (ver inciso 1.7) y el pellet bacteriano. Este

ultimo se liofilizé para calcular el peso seco celular.
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1.7 Determinacion de nitritos en el sobrenadante

Sobre los cultivos microaerébicos realizados con concentraciones crecientes de KNO3
mencionados anteriormente en el inciso 1.6 se determind la concentracion de nitrito (NO2) en
el sobrenadante. Se emple6 el método descrito por Gerhardt et al. (1981). Brevemente, se
construy6 una curva de calibracion utilizando diluciones de una solucion stock de NaNO; 400
MM abarcando un rango de concentraciones de 3,125-400 pM. Para la determinacion
colorimétrica de NO» se mezclaron 1,4 ml de H.O bd, 0,1 ml de distintas diluciones de la
solucion stock, 1 ml de sulfanilamida 1% m/v en HCI 10% v/v y 1 ml de a-(natftil)etilendiamida
0,02% m/v. Al cabo de 15 min se midi6 la DOssonm. Asimismo, se midio la absorbancia de un
blanco colocando 0,1 ml de H:O bd. Este mismo procedimiento se empleé para la

determinacion de nitritos en el sobrenadante de los cultivos mencionados previamente.

1.8 Sensibilidad al estrés nitro-oxidativo en microaerobiosis

Para estudiar la sensibilidad combinada al estrés nitrosativo y oxidativo se utilizaron los
cultivos microaerdbicos tratados con concentraciones crecientes de KNOs. Con estos cultivos,
se realiz6 el ensayo de sensibilidad al peréxido de hidrogeno en medio sélido explicado en el

inciso 1.5.

2. Analisis de caracteristicas relacionadas con la promocién del

crecimiento vegetal

2.1 Solubilizaciéon de fosfatos en medio sélido

La capacidad P. extremaustralis para solubilizar fosfato se determin6 mediante un
ensayo de solubilizacién en placa utilizando el medio NBRIP sélido (Nautiyal, 1999)
suplementado con fosfato de calcio (Cas(POa4).) y glucosa o mioinositol al 1%. Las placas se
inocularon con gotas de 5 pl de cultivos microaerdbicos. La solubilizacién de fosfato se
visualiz6 como la formacion de halos claros alrededor de la siembra (spots bacterianos) luego
de la incubacion a 30°C durante 7 dias. Se determiné el diametro del halo de inhibicién del

crecimiento.

2.2 Determinacion de pioverdinas en el sobrenadante

Para la determinacion de pioverdinas se emplearon cultivos microaerdbicos realizados

en medio King B (King et al., 1954) suplementados con glucosa o mioinositol al 1%. La
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incubacién se llevo a cabo a 28°C durante 48 h luego de lo cual se centrifugaron 1,5 ml de
cultivo para cuantificar la produccion de pioverdinas por espectrofotometria basandonos el
método descrito por Ruiz et al. (2015). Se realizé el espectro de emision de fluorescencia de
los sobrenadantes y de un blanco de medio King B a una longitud de onda de excitacion de
420 nm y se integrod el &rea bajo la curva entre las longitudes de onda donde se observo el
pico de emision (475 nm y 495 nm). Los valores de esta fluorescencia integrada se
expresaron relativos al peso seco por mililitro de los cultivos correspondientes.

2.3 Determinacion de acido indolacético en el sobrenadante

Para la determinacion de &cido indolacético (AlA) se emplearon cultivos microaerébicos
en medio minimo E2 suplementados con triptéfano 0,01% m/v y glucosa o mioinositol al 1%.
La incubacion se llevo a cabo a 28°C durante 48 h luego de lo cual se centrifugaron 1,5 ml de
cultivo y se reservd el sobrenadante. Se construyé una curva de calibracion utilizando
diluciones de una soluciéon de AIA 50 pg/ml abarcando un rango de 1-25 ug/ml. Para la
determinacion colorimétrica de AIA se mezclaron 1 ml de la muestra correspondiente y 1 ml
de reactivo de Salkowski, luego de 15 minutos se midi6 absorbancia a 530 nm en
espectrofotbmetro. Este mismo procedimiento se empled para la determinacion de AlA en las

muestras provenientes de los cultivos mencionados previamente.

3. Estudio de la formacién de biofilms y movilidad bacteriana

3.1. Ensayos de biofilms en placas multipocillo

Para los estudios de formacion de biofilms se utilizaron placas de poliestireno de 96
pocillos, con fondo en “U” sin pretratamiento de manera de no favorecer artificialmente la
adhesion. Estas se inocularon con cultivos de medio minimo E2 suplementado con glucosa o
mioinositol al 1% y con 0,08% de KNOz a una ODsoonm inicial de 0,025. La placa se incubo
estaticamente a 30°C. Luego de 48 h, se transfirieron las células plancténicas a otra placa
donde se determind la DOsgsnm de células planctonicas (APC). Por otro lado, en la placa
original se cuantifico la biomasa adherida utilizando el método del cristal violeta (O'Toole y
Kolter, 1998). Brevemente, las células adheridas se tifieron con 200 pl de una solucién de
cristal violeta (0,1%) durante 20 min. Luego se retirg la solucion y las placas se enjuagaron
suavemente con agua para eliminar el colorante remanente. El colorante adherido se
solubiliz6 mediante el agregado de 200 pl de etanol absoluto durante 20 min y se transfirid a

placas de fondo plano para medir la absorbancia a 570 nm (ACV) utilizando un lector de
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microplacas BMG OPTIMA FLUOstar. El indice de formacién de biofilms se defini6 como ACV
| APC.

3.2 Estudios de movilidad bacteriana

La motilidad bacteriana en medios semisolidos se evalué mediante ensayos de swimming
y swarming en placa utilizando medios adecuados para este ensayo con diferentes
concentraciones de agar (ver Anexo Materiales y Métodos) (Morales-Soto et al., 2015).
Debido a que la motilidad varia de acuerdo a la composicién del medio y a la humedad de la
superficie se prestd particular atencibn en mantener la uniformidad de las condiciones
experimentales. Las placas se prepararon utilizando 7 ml de medio en placas de Petri de 50
mm de diametro y se dejaron secar abiertas en campana de flujo laminar durante 1 h. Esto
permitié uniformizar la pérdida de agua. La DOeoonm de cultivos microaerdbicos en medio E2
suplementado con mioinositol o glucosa al 1% se ajusté a 0,5 y se utilizaron 5 yl para inocular
las placas. La distancia de swimming y swarming se midio luego de 48 h de incubacién a
30°C.

4. Técnicas globales

4.1 Analisis de datos de estudio proted6mico por espectrometria de masa

A partir de datos de protedmica obtenidos previamente en el laboratorio a través del
Centro de Estudios Quimicos y Biolégicos por Espectrometria de Masa (CEQUIBIEM-
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires, Argentina) se
realiz6 un andlisis de las proteinas diferencialmente expresadas de cultivos de P.
extremaustralis realizados a distinta temperatura. Los cultivos correspondientes a dichos
datos se realizaron en medio LB suplementado con octanoato de sodio 0,25% en condiciones
aerodbicas. La incubacion se llevo a cabo a 10°C durante 72 h y a 28°C durante 24 h.

Los andlisis estadisticos y la visualizacién de datos se efectuaron utilizando el software

Perseus (Tyanova et al., 2016). Con este andlisis se identificaron las proteinas

diferencialmente expresadas que fueron representadas mediante un volcano plot. El criterio

para la identificacion fue el siguiente: proteinas con veces de cambio 22 (en escala logaritmica
-12 logz(veces de cambio) 21) en el eje de abscisas y p< 0,05 (mayores a 1,3 en escala
logaritmica) en el eje de ordenadas fueron consideradas estadisticamente diferentes en la
comparacion entre la expresion a 10°C y 28°C. Asimismo, se tomd en consideracion aquellas

proteinas que se detectaron sélo en una condicion (presente en todas las réplicas bioldgicas)
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y no en la otra. Para estas proteinas se tomé como criterio de corte que en la condicién donde
esta presente la proteina, el nUmero de péptidos identificados sea al menos de 6-7 (Valor de
PSM-peptide-spectrum match) en las tres réplicas, y en la otra condicién 0 PSM. Estas se
denominaron proteinas ON / OFF (Nilsson et al., 2019).

Mediante el uso del programa de analisis de datos String (Szklarczyk et al., 2019), se
busco6 a qué grupo de genes ortélogos (COGs, por sus siglas en inglés cluster of orthologus
genes) pertenecia cada gen que codificaba las proteinas. Luego, con la base de datos de
COGs del NCBI (National Center of biotechnology Information) (Galperin et al., 2020) se los
clasifico en categorias de COGs. Esta clasificacion fue curada manualmente basdndonos en
la informacion obtenida en otros programas de analisis como KEGG (Ogata et al., 1999) y la
base de datos de genomas de Pseudomonas (Winsor et al, 2016). Los genes
correspondientes a las proteinas identificadas se compararon con aquellos identificados por
andlisis transcriptomico en Tribelli et al., 2015.

Para determinar la correspondencia entre transcripcion y traduccion se utilizé la técnica
RT- PCR real time (RT-qPCR) sobre algunos genes seleccionados que codifican proteinas

observadas en el analisis protedbmico, cuyo protocolo se detalla a continuacion.

5. Experimentos de PCR cuantitativa en tiempo real

5.1 Extraccion de RNA

En primer lugar, se cosecharon las células de cultivos en fase estacionaria incubados a
8°C y 28°C en fase exponencial a 8°C por medio de centrifugacién a 11500 rpm durante 2
minutos a 8°C. Se obtuvo un pellet celular al que se le agregé 1 ml de Trizol (MRC) bajo
campana y se resuspendié hasta que se disgregd. Se agregaron 400 pl de cloroformo,
también bajo campana, se incub6 durante 3 minutos y luego se centrifugé durante 15 minutos
a maxima velocidad. Posterior a la centrifugacién, se transfirieron 500 ul de la fase acuosa a
un nuevo tubo, se les agreg6 450 pl de isopropanol y se incub6 a temperatura ambiente por
30 minutos luego de lo cual se centrifugd 30 minutos a maxima velocidad. Se eliming el
sobrenadante, se lavo el pellet con 350 pl de etanol 70% y se centrifugé 10 minutos a maxima
velocidad. Finalmente, se elimind el sobrenadante, el pellet se dejo secar completamente a
temperatura ambiente y se resuspendié con 20-30 pl de agua libre de nucleasas. Este
procedimiento se realizé para todos los cultivos liquidos y sus correspondientes réplicas.

Luego de la extraccion, se realizé una corrida electroforética en gel de agarosa 1% m/v
para verificar la integridad del RNA extraido (60 mA y 100 V), determinando ademas la
concentracion del RNA extraido utilizando un equipo de Nanodrop. Una vez verificada la

integridad se realiz6 el tratamiento con DNAsa | (Promega) siguiendo las instrucciones del
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fabricante. Posteriormente, para detectar posible contaminaciéon con DNA se realiz6 una PCR
utilizando como templado el RNA tratado y primers del rRNA 16S (Tabla 4 MyM), utilizando
como control positivo DNA gendmico de P. extremaustralis. La mezcla de reaccion se realizd
como se muestra en la Tabla 1 MyM y el programa de PCR en la Tabla 2 MyM.

Dado que el RNA es muy inestable y que debe ser protegido de la accién de RNAsas,
durante su manipulacion se trabajé en todo momento con guantes, en superficies limpias
aplicando una solucion de RNAsa-zap (Anexo Materiales y Métodos) que permite eliminar las
RNAsas presentes. Asimismo, se utilizaron pipetas y tips especiales para manejo de RNA,
asi como agua libre de RNAsas.

Tabla 1 MyM: Mezcla de reactivos utilizados para la reaccién de PCR para deteccion de DNA

contaminante.

Reactivos Volumen por tubo (ul) | Concentracion Final
Buffer 10X 2 1X
dNTPs 2 0,2 mM
Mix de primers rRNA16S 2 0,5 uM
Templado 2 de una dilucién 1/50 -
TAQ polimerasa 0,25 -
H20 miliQ 11,15 -
MgCl, 50 mM 0,6 1,5mM
Volumen Final 20 -

Tabla 2 MyM: Programa de PCR para verificacion de correcta digestiéon con DNasa.

Desnaturalizacién o, : L Extension
- Desnaturalizacio | Annealing | Extension i
Inicial Final
Temperatura 94 94 58 72 72
(°C)
Tiempo 8 30 seg 30 seg 30 seg 5 min
Can'gldad de 1 35 1
ciclos

5.2 Transformacion de RNA a cDNA

Una vez aislado el RNA se transform6 a cDNA con la enzima M-MLV RT (Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Transcriptase) de Promega y hexameros random de Biodynamics.
Brevemente, se tomaron entre 0,5y 2 ug de RNA y se mezclaron con 0,5 pl de hexameros

random de modo de no superar un volumen de 15 pl. Se incub6 a 70 °C por 5 minutos, para
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desnaturalizar posibles estructuras secundarias del templado, luego de lo cual se colocé
inmediatamente en hielo para evitar que se vuelvan a generar estas estructuras. A

continuacioén, se agregaron los reactivos de la Tabla 3 MyM y se incubé a 37 °C por 1 hora.

Tabla 3 MyM: Mezcla de reactivos utilizados para transformar RNA a cDNA.

Reactivos Volumen (ul)
Buffer 5X 5
Mix dNTPs (10 mM) 5
RNAsin 0,25 (25 unidades)
M-MLV RT 1 (2000 unidades)
H-O libre de nucleasas A volumen
Volumen Final 25

5.3 PCR cuantitativa en tiempo real

Luego del andlisis protedmico realizado en el inciso 4, se seleccionaron los genes hmgA
y CspA para analizar la expresion por PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR). Como en
el laboratorio se contaba con primers de hmgA se disefiaron los primers para cspA. El disefio
se realizd utilizando la plataforma Primer Blast del NCBI, considerando la secuencia
codificante del gen. Ademas, los primers se disefiaron de forma tal que amplifiquen productos
de menos de 200 pares de bases. Los primers utilizados en la RT-gPCR se detallan en la

Tabla 4 MyM. Se utiliz6 ademas el gen que codifica el 16S rRNA como referencia.

Tabla 4 MyM: Caracteristicas de los oligonucleétidos disefiados para realizar la RT-qPCR. Se indica
la temperatura de melting (Tm), el porcentaje de GC (guanina + citosina) y el tamafio del producto en

pares de bases (pb).

. ™™ Tamaro del
Gen Primers (5°=23’) % GC
(°C) producto (pb)
Forward: CCTTTCGGGTTTTGGCAATGA | 59,66 | 47,62
hmgA 169

Reverse: GATGCGATACAGCCAGGTCC | 60,60 | 60,00

A Forward: TGTCTAATCGCCAAACTGGTA 57,03 42 .86 192
cS
P Reverse: CTTCAGCTTGCATGCCTTTC 58,01 50,00

16S Forward: CTGTGTAGCGGTGAAATGCG 59,90 55,00
RNA Reverse: CCCCAGGCGGTCAACTTAAT 60,03 55,00

208

A continuacion, se determind la temperatura éptima de annealing de los primers de cspA

mediante un programa con gradiente de temperatura de entre 48,5 °C y 54 °C y una dilucién
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1/30 de ADN gendmico extraido previamente en el laboratorio. El programa se detalla en la
Tabla 5 MyM e incluye al final de este una curva de melting de 75 °C a 95°C. Se seleccioné
una temperatura en la cual se observaba un pico Unico en la curva de melting y un Ct menor
a 30 (50°C).

Tabla 5 MyM: Programa de RT-qPCR del gradiente de temperatura para determinar la temperatura

Optima de annealing.

Desnt':tl';ui[:?glzauon Desnaturalizacion | Annealing Extensién
Temperatura 94 95 48,5-54 72
(°C)
Tiempo 15 min 30 seg 20 seg 20 seg
Cantidad de
ciclos 1 35

Se purifico el cDNA mediante una columna conteniendo Sephadex G-100 ultrafino (DNA-
grade) equilibrado en buffer Tris-HCI pH=8 para eliminar los reactivos remanentes de la
reaccion de pasaje a cDNA. La cuantificacion relativa de los genes se realizé con el método
de la curva estandar relativa (Larionov et al., 2005). Brevemente, se realizaron curvas de
calibracion para cada gen utilizando diluciones seriadas al medio de una muestra de cDNA
entre 1/2,5y 1/20 para cspAy hmgA y entre 1/20 y 1/160 para el rRNA 16S. Se graficé el Ct
vs. logz de cada dilucién y a partir de cada una de las ecuaciones obtenidas se calcularon las
concentraciones relativas de ambos genes para todas las muestras. Se relativizé la
concentracion de los genes a la del rRNA 16S. Los reactivos utilizados y el programa de RT-
gPCR se detallan en la Tabla 6 y 7 MyM. EIl programa incluye al final de este una curva de
melting de 75 °C a 95°C. Se realizaron 2 réplicas biol6gicas de las 3 condiciones indicadas
en el inciso 5.1 y 3 réplicas técnicas de cada cDNA obtenido. Las RT-qPCRs se realizaron
utilizando un MyiQ2 Two Color Real-Time PCR Detection System (BIO RAD).

Tabla 6 MyM: Reactivos utilizados para la RT-gPCR

Reactivos Volumen por
tubo (ul)
H>0O miliQ 7
Mix de primers 5 uM 1
Mix Real Time (Syber 10
Green, Inbio) 2X

cDNA 2
Volumen final 20
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Tabla 7 MyM: Programa de RT-qPCR para cuantificacién relativa de la expresion de genes

Desnal':qui[:?zlilzauon Desnaturalizacion | Annealing | Extension
Temperatura
(°C) 95 95 50 72
Tiempo 15 min 30 seg 20 seg 20 seg
Cant_ldad de 1 38
ciclos
Temperatura
(°C) 95 95 58 72
Tiempo 15 min 30 seg 20 seg 15 seg
Cant_ldad de 1 38
ciclos
6. Analisis estadisticos

Para la realizacion de determinaciones estadisticas se utilizo el software GraphPad Prism
8. La significancia de cada tratamiento se evalué mediante la prueba t de Student con P<0,05

considerada como significativa o mediante la prueba ANOVA de dos factores (comparacion
multiple de Tukey) con P< 0,05.
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ANEXO MATERIALES Y METODOS

Composicién de medios de cultivo

Luria Bertani (LB) (por litro):

THPLONA ..o 10g
NN = 1 10g
Extracto de levadura ...........cccoeevvciciii e, 5¢g

HObd ...oooiieiiiciiiieecceeveeeeeeeeenn... @ VOlumen

Agar (para medios s6lid0S) ........ccccevevvveeveeereennen. 20 ¢

Medio E2 (por litro)

NaNHsHPO, - 4H20 ..o, 35¢g
KaHPO4 - 3H20 oo, 759
KH2P O .o 379
Suplementar luego de autoclavar con

MgSOs - 7TH2O (TM) e 10ml
Microelementos ...........c.coiiiiiiiiiini, 10ml

Medio NBRIP (por litro)

MQCly - BH20 ..o 59
MgSOs - 7TH2O (M) oo, 0,25¢g
O PR 0,20 g
(NHA)stA ............................................... 0,10 g
Suplementar luego de autoclavar con

Cas(PO4)2 ................................................... 5 g

Medio King B (por litro)

THPLONA oo 10g
Peptonadecarne ..., 10g
KH2PO4 o 159

Suplementar luego de autoclavar con:

MGSOu - 7TH20 (IM) v, 1mi
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Medio de swarming (por litro)

Empleado para estudios de motilidad

Medio E2 (2X)...c.oiviiiiiiiii e

Glucosa o mioinositol ..........cccovveiiiiiiin...

Medio de swimming (por litro)

Empleado para estudios de motilidad

MEAIO E2 (2X). v eevreereeeeeeeeeeeee e,

Glucosa o mioinositol .........cccvvvvviiiiiin...

Soluciones

RNasa ZAP (cada 100 ml)

Lavandina .....oooveeeeeee e

10 g (1%)
6 g (0,6%)

A volumen

10 g (1%)
3 g (0,3%)

A volumen

5 ml (5%)
1 ml (0,1%)

a volumen
500 pl (0,05 M)
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RESULTADOS
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Estudio del crecimiento utilizando mioinositol como Unica fuente de carbono

El inositol es un compuesto organico que se encuentra presente en tejidos animales y
vegetales (Loewus y Murty, 2000; Wood y Stanway, 2001). Existen distintos esterecisémeros
y el mas comun es el mioinositol. En especial, se sugiere su rol en relacion a la interaccion
planta-bacteria debido a su presencia en la rizosfera (Kohler et al., 2011) y se ha reportado
gue la via catabdlica del inositol juega un papel clave en el éxito de la nodulacion en la bacteria
Sinorhizobium meliloti en las raices de las plantas (Kohler, et al., 2010).

Trabajos anteriores de este laboratorio mostraron que en cultivos microaerébicos de P.
extremaustralis en medio LB expuestos a GSNO aumentaba la expresion de los genes que
codifican enzimas centrales del catabolismo del inositol (Solar Venero, 2020). Sin embargo,
a la fecha no existen reportes que indiquen si P. extremaustralis puede utilizar mioinositol
como Unica fuente de carbono.

Con este objetivo se estudidé el crecimiento de P. extremaustralis 14-3b utilizando
mioinositol como Unica fuente de carbono en distintas condiciones de aireacion (aerobiosis y
microaerobiosis) y a diferentes temperaturas dado que con otras fuentes de carbono puede
crecer en estas condiciones. Inicialmente se analizé el crecimiento en placa utilizando medio
E2 sélido suplementado con mioinositol 1% o con octanoato de sodio 0,25% tanto a 8°C como
a 28°C. P. extremaustralis fue capaz de crecer con mioinositol a ambas temperaturas en
forma similar a lo observado en octanoato de sodio, una fuente de carbono (acido graso)
utilizada por esta bacteria.

Teniendo en cuenta estos resultados se realizaron curvas de crecimiento en medio E2
suplementado con glucosa, una fuente de carbono mas similar al inositol en comparacién con
octanoato y que P. extremaustralis es capaz de utilizar, o mioinositol incubando a 8°C o 28°C.
Enla Figura 1R A se observa que el crecimiento de P. extremaustralis con mioinositol a 28°C
no presenta diferencias respecto al crecimiento con glucosa a lo largo del experimento. La
DOsoonm alcanzada al final del experimento fue de aproximadamente 3 en ambos casos.
Asimismo, a 8°C, la curva de crecimiento mostré un patrén similar entre los cultivos realizados
con ambas fuentes de carbono, si bien se observa a partir de las 50 horas un crecimiento
algo mayor con glucosa (Figura 1R B). Los cultivos suplementados con glucosa alcanzaron
una DOegoonm de 3,18 + 0,06 tras 148 h de incubacién, mientras que con mioinositol alcanzaron
una DOsoonm de 2,40 £ 0,12.
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Figura 1R: Curvas de crecimiento en medio E2 suplementado con mioinositol o glucosa. A.
temperatura de incubacién 28°C. B. temperatura de incubacién 8°C. Los valores representan media +

SD de 3 experimentos independientes.

Como se mencion6 anteriormente, estudios previos mostraron que la via del catabolismo
del inositol se activaba en condiciones microaerdbicas. Por ello, se realizaron ademas cultivos
en bajas tensiones de oxigeno incubados durante 48 horas. No se hallaron diferencias
significativas entre la DOegoonm de l0s cultivos con mioinositol y los cultivos con glucosa (Figura
2R A). Se alcanzé una DOgoonm de alrededor de 1,5 en ambos casos. Dado que en
microaerobiosis los cultivos presentaban biofilm en la interfase aire-medio, en especial
aqguellos suplementados con mioinositol (Figura 2R C), y que esto probablemente afectaba
la medicion de densidad Optica se decidié comparar el peso seco de los cultivos. Sin embargo,
no se obtuvieron diferencias significativas entre ambas fuentes de carbono (Figura 2R B), lo
cual concuerda con los resultados obtenidos de la DOsoonm. En cultivos aerdbicos con el
mismo tiempo de incubacion la DOsoonm fue significativamente mayor comparado con cultivos

microaerobicos (Figura 2R A).
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Figura 2R: Caracterizacion del crecimiento en medio E2 suplementado con mioinositol o glucosa 1%
incubado por 48 h en distintas condiciones de aireacién. A. Determinacion de la DOsoonm. LOS
asteriscos (*) denotan diferencias significativas utilizando la prueba de ANOVA (P <0,05). B.
Determinacion del peso seco celular relativizado. C. Cultivos microaerébicos representativos

suplementados con mioinositol 1% (izquierda, la flecha roja sefiala el biofilm) o con glucosa 1%

(izquierda).

Andlisis de caracteristicas relacionadas con la promocién del crecimiento
vegetal en microaerobiosis

P. extremaustralis es una bacteria con algunas caracteristicas de promocion de

crecimiento vegetal (Ibarra, 2017), y dado que el mioinositol es un compuesto que posee un
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rol en la interaccion planta-bacteria en la rizosfera (Kohler et al.,, 2011) se estudio si el
crecimiento con esta fuente de carbono mejora estas caracteristicas en la bacteria.

En primer lugar, se analiz6 la capacidad de solubilizar fosfatos en medio sélido. Los
cultivos microaerobicos suplementados con glucosa como Unica fuente de carbono formaron
en promedio un halo de solubilizacién de 0,76 + 0,05 cm, mientras que los suplementados
con mioinositol no presentaron halos de solubilizacién. Sin embargo, los spots bacterianos de
estos ultimos presentaron un color verdoso/amarillento que no se observaba en las placas

suplementadas con glucosa (Figura 3R).

Figura 3R: Placas de solubilizacién de fosfatos en medio NBRIP suplementados con glucosa

(izquierda) o mioinositol (derecha).

Este altimo resultado nos llevé a preguntarnos si en P. extremaustralis la presencia de
mioinositol en el medio de cultivo incrementaba la produccién de pioverdinas en
microaerobiosis. Para ello, se realizaron cultivos microaerébicos en King B suplementados
con mioinositol o glucosa y se cuantificaron las pioverdinas presentes en el sobrenadante
utilizando un fluorimetro. En la Figura 4R se muestran curvas representativas de los
espectros de emision de fluorescencia de los sobrenadantes de los cultivos. Dado que el
méximo de fluorescencia se observé entre 475 nm y 495 nm, y que este intervalo incluia a la
longitud de onda de 485 nm utilizada por Ruiz et al. (2015), para cuantificar pioverdinas por
fluorescencia se integro el area bajo las curvas entre estas longitudes de onda. La produccién
de pioverdinas fue significativamente mayor en mioinositol respecto a glucosa (Figura 5R,
P<0,05).
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Figura 4R: Espectros de emision de fluorescencia representativos de sobrenadantes de cultivos
microaerdbicos de 48h realizados en medio King B suplementado con mioinositol o glucosa 1%.
Longitud de onda de excitacion: 420 nm. Las lineas punteadas indican el area integrada bajo la

curva. UF: unidades de fluorescencia.
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Figura 5R: Cuantificacion de pioverdinas en el sobrenadante de cultivos microaerdbicos realizados
en medio King B suplementados con mioinositol o glucosa 1% incubados por 48 h. La fluorescencia
integrada entre 475 nm y 495 nm se relativiz al peso seco por mililitro y se expresa como
fluorescencia integrada relativizada (FIR). El asterisco (*) denota diferencias significativas utilizando

una prueba de t no paramétrica (P <0,05).
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Adicionalmente se estudid la produccién de acido indolacético (AIA) en cultivos
microaerobicos de 48 h suplementados con glucosa o con mioinositol mas el agregado de
triptéfano necesario para la produccién de este compuesto, pero no se detectd la presencia

de AIA en ninguno de los cultivos.
Estudio de la formacion de biofilms

En los cultivos microaerdbicos suplementados con mioinositol observamos una gran
cantidad de biofilm en la interfase aire-medio lo cual no se observo en cultivos suplementados
con glucosa (Figura 2R C). Debido a esto, se evalué la capacidad de formacion de biofilms
gue es una funcion que puede impactar en la resistencia al estrés y la capacidad de colonizar
raices. Se utilizo la técnica del cristal violeta en placas multipocillo de poliestireno. En este
ensayo, se observo un mayor indice de formacién de biofilms cuando las células provenian
de cultivos suplementados con mioinositol respecto a suplementados con glucosa (Figura
6R, P<0,05).
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Figura 6R: Analisis de la formacion de biofilms en cultivos microaerébicos de 48 h. Las barras

representan la media + SD de 3 experimentos independientes con 5 repeticiones (pocillos) por

condicion. Los asteriscos (*) denotan diferencias significativas usando una prueba de t (P <0,05).

36



Analisis del efecto del mioinositol en la movilidad bacteriana

La motilidad bacteriana es una funcion con relevancia en la adaptacion al ambiente y la
interaccién con otros organismos. Con el objetivo de estudiar la influencia del mioinositol en
la motilidad de P. extremaustralis proveniente de cultivos con baja disponibilidad de oxigeno
se realizaron ensayos de swimming y swarming.

En la Figura 7R Ay B puede observarse que P. extremaustralis no mostré capacidad de
swarming tanto en cultivos suplementados con glucosa o con mioinositol. Por otro lado, se
observd motilidad de tipo swimming en cultivos suplementados con alguna de estas fuentes
de carbono (Figura 7R Cy D).

Figura 7R: Ensayos de motilidad en medio E2 suplementado con glucosa o mioinositol 1%. A.
Swarming en glucosa. B. Swarming en mioinositol. C. Swimming en glucosa. D. Swimming en
mioinositol. Las placas fueron inoculadas con cultivos microaerdbicos suplementados con las mismas

fuentes de carbono.
Se cuantifico la motilidad de tipo swimming en células provenientes de cultivos

suplementados con mioinositol o glucosa, no se hallaron diferencias significativas (Figura
8R).

37



2.0- -I-
—_ B
g 1.5
)

e 1.0-
8
0
0 0.5
0.0 . .
» >
& &
.\(\o A
. O
»

Figura 8R: Cuantificacion de la motilidad de tipo swimming. Las barras representan la media

SD de 3 experimentos independientes.

Si bien los resultados mostraron mayor desarrollo de biofilm con inositol respecto a
glucosa, los resultados muestran que la movilidad de P. extremaustralis no fue afectada por
la fuente de carbono utilizada, dado que se comport6 de igual manera frente a ambos tipos
de movilidad analizada.

Resistencia estrés oxidativo en distintas condiciones de aireacion

Los microorganismos se encuentran frecuentemente en ambientes heterogéneos, con
gradientes de oxigeno, nutrientes y temperatura. Por ejemplo, en el suelo, en los biofiims y
en distintas partes de las plantas existen gradientes de oxigeno, por lo que los
microorganismos que se adaptan a ellos poseen una bateria bien desarrollada de
metabolismos para la obtencion de energia. Por otro lado, la respiracion aerdbica es fuente
de ROS. P. extremaustralis, es capaz de utilizar tanto oxigeno como nitrato como aceptores
de electrones, sobreviviendo en distintas condiciones de aireacion y utilizando distintas
fuentes de carbono, por lo que resulta un modelo interesante para analizar el efecto del
mioinositol en la resistencia a estrés oxidativo.

La resistencia al estrés oxidativo de cultivos aerébicos o microaerdbicos se determiné
mediante el método de sensibilidad al peroxido de hidrégeno (H202) en discos en medio sélido
(Figura 9R A). Los cultivos aerébicos suplementados con mioinositol o glucosa como Unica

fuente de carbono mostraron halos de inhibiciéon similares (1,91 + 0,12 cm glucosa; 1,82 +
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0,01 cm mioinositol). La misma tendencia se observéd en condiciones microaerdbicas (2,93 +
0,57 cm glucosa, 2,59 + 0,39 cm mioinositol). Sin embargo, se hallaron diferencias
significativas entre los diametros de los halos de inhibicion de cultivos suplementados con
glucosa en aerobiosis vs microaerobiosis (P<0,05), mostrando mayor sensibilidad en
microaerobiosis. Estos resultados se resumen en la Figura 9R B.
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Figura 9R: Ensayo de sensibilidad al H202. A. Experimento representativo de cultivos
microaerdbicos. B. Cuantificacién del ensayo de sensibilidad al H20:2 en discos, aerobiosis (A) vs
microaerobiosis (MA). Los valores representan media = SD de 5 (MA) y 3 (A) experimentos
independientes. Los asteriscos (*) denotan diferencias significativas utilizando la prueba de ANOVA
(P <0,05).

Efectos fisioldgicos de la exposicion a estrés nitro-oxidativo en microaerobiosis

Como se mencion0 previamente, estudios anteriores de este laboratorio mostraron que
ante la presencia de estrés nitrosativo (GSNO) en microaerobiosis P. extremaustralis sobre-
expresa genes del catabolismo del inositol (Solar Venero, 2020). A partir de estos resultados,
nos propusimos estudiar si el mioinositol protege contra el dafio generado por estas fuentes
de estrés nitrosativo en microaerobiosis.

En primer lugar, se estudi6 si el mioinositol protegia a P. extremaustralis contra el estrés
generado por el GSNO. Para esto, se analizé el efecto de la exposicién al GSNO en cultivos
suplementados con glucosa o mioinositol por ensayo de recuento en gota (Figura 10R). En

las condiciones ensayadas el GSNO no tuvo un efecto muy marcado sobre la supervivencia,
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si bien los cultivos con mioinositol mostraron un nimero de colonias levemente inferior a

aquellos realizados con glucosa (Figura 10R).

Figura 10R: Estimacion de las unidades formadoras de colonias de cultivos microaerébicos en medio
minimo suplementado con mioinositol (A) y glucosa (B). expuestos durante 1 hora a GSNO 100 uM.
Se muestras distintas diluciones provenientes de los distintos cultivos sembradas en placas de LB.
En cada placa: por encima de la linea roja tratamiento con GSNO, por debajo tratamiento control con
H20bd.

Adicionalmente, se analiz6 el efecto del nitrito. Se estudio si el crecimiento bacteriano
utilizando mioinositol o glucosa como Unica fuente de carbono se veia afectado
diferencialmente por el tratamiento con concentraciones crecientes de KNOs. P.
extremaustralis, como se describié anteriormente, es capaz de reducir el nitrato a nitrito y en
esta bacteria las concentraciones de nitrato de potasio que fueron determinadas como
adecuadas en medio LB o NE2 son de 0,8-1 g/L. Los resultados mostraron que en cultivos
suplementados con glucosa o mioinositol el crecimiento disminuy6 para las 3 concentraciones
de nitrato analizadas respecto al control sin nitrato, excepto la DOgoonm para cultivos
suplementados con 0,8 g/L KNOs y glucosa (Figura 11R A y B). Si bien no se observaron
diferencias significativas en el crecimiento entre las 3 concentraciones de KNO3z en las
Figuras 11R A y B se observa una tendencia a que el crecimiento disminuya a medida que
aumenta la concentracion de nitrato. Esta tendencia concuerda con un aumento significativo
(P<0,05) en la concentracion de nitritos en el sobrenadante de estos cultivos que se
incrementa a medida que aumenta la concentracion nitrato en ambas fuentes de carbono
utilizadas (Figura 11R C). Adicionalmente, se calcul6 el porcentaje de nitrato transformado a
nitrito (Tabla 1R) para analizar si esta se veia afectada diferencialmente en alguna condicion.
No se observaron diferencias entre los cultivos con las distintas fuentes de carbono v,
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asimismo, la eficiencia fue similar, disminuyendo levemente en las concentraciones mas altas

de nitrato en concordancia con los resultados de crecimiento.

Tabla 1R: Porcentaje de NOs" transformado a NO2en cada concentracion. Se indica media + SD.

KNOs (g/L) Mioinositol Glucosa
0,8 62,0 £ 10,5 60,2 + 7,40
1,5 58,6+11,4 50,0+ 6,3
2,5 54,8 + 6,6 46,5+49

Se estudi6é también la resistencia a estrés nitro-oxidativo exponiendo cultivos realizados
con distintas concentraciones de nitrato al H.O.. En cultivos con mioinositol no se hallaron
diferencias significativas entre los diametros de los halos de inhibiciébn a ninguna de las
concentraciones de nitrato analizadas. Respecto a los cultivos con glucosa, aquellos
realizados con baja concentracién (0,8 g/L) o sin nitrato mostraron menor sensibilidad al
peroxido de hidrégeno que los realizados a altas concentraciones (Figura 11R D). A altas
concentraciones de KNOs (1,5 g/L 0 2,5 g/L) se observé una mayor resistencia al estrés
oxidativo en cultivos que contenian mioinositol en comparacién con los que contenian glucosa
mostrando un efecto protector de este compuesto (Figura 11R D).
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Figura 11R: Ensayos en cultivos en condiciones microaerébicas de E2 suplementados con
mioinositol o glucosa 1% y concentraciones crecientes de KNOs incubados por 48 h. A. Crecimiento
medido como DOsoonm. B. Crecimiento estimado como peso seco celular relativizado al volumen del
cultivo. C. Determinacién de nitritos (NO2") en el sobrenadante de los cultivos. ND: no detectable. D.

Ensayo de sensibilidad al H202 en medio solido. Los asteriscos (*) o letras distintas denotan

diferencias significativas utilizando la prueba de ANOVA (P <0,05).

Andlisis comparativo de los perfiles proteicos de P. extremaustralis entre
10°C y 28°C

Con el objetivo de ampliar el estudio de la adaptacion de P. extremaustralis a condiciones
estresantes, tales como exposicion a bajas temperaturas por tiempo prolongado, se realizé
un analisis protedmico (durante las restricciones al trabajo presencial debido a la pandemia

mundial provocada por el virus Sarscov2) a partir de datos disponibles en el laboratorio. Los
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datos analizados provenian de cultivos realizados en LB suplementado con octanoato de
sodio 0,25% m/v en condiciones aerdbicas incubados a 10°C por 72 h y 28°C por 24 h. En
ambos casos se trata de cultivos en fase estacionaria de crecimiento.

El andlisis del proteoma de P. extremaustralis en las condiciones evaluadas permitio
detectar 215 proteinas con perfiles de expresion diferencial entre 10°C y 28°C, 89 de ellas
reprimidas y 126 de ellas sobre-expresadas a 10°C con respecto a 28°C (Figura 12R, Anexo
Resultados Tabla 1y 2). Dentro de las proteinas con perfiles de expresién del tipo ON / OFF
se hallaron 5 presentes a 10 °C, pero no a 28°C (ON) y 4 solo detectadas a 28 °C (OFF), lo
gue resulta en un total de 93 proteinas reprimidas y 131 sobre-expresadas a 10°C.
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Figura 12R: Niveles de expresion de proteinas en crecimiento a 10°C en comparacion con 28°C.
Volcano plot que representa —log (P-valor) vs logz (veces de cambio). Los circulos verdes (panel
superior derecho) y rojos (panel superior izquierdo) representan proteinas sobre-expresadas y
reprimidas (P <0,05, veces de cambio> 2) respectivamente. No se muestran las proteinas ON/OFF.
10°C vs 28°C.

Las proteinas que presentaban una expresion diferencial (incluyendo aquellas
clasificadas como ON y OFF en las categorias sobre-expresadas y reprimidas,
respectivamente) se clasificaron segun su funcién utilizando la base de datos de COGs en
categorias de COGs (c-COG) (Figura 13R y Anexo Resultados Tabla 1 y 2). Solo 3
proteinas hipotéticas reprimidas (PE143B_0103055, PE143B_0123210, PE143B_0103165)
no pudieron ser clasificadas segun este criterio ya que sus genes no pertenecian a ningun

grupo de genes ortologos. Al analizar la clasificacion se observd que la mayoria de las
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proteinas sobre-expresadas a baja temperatura (31,25%) eran proteinas involucradas en la
traduccion y la estructura y biogénesis ribosomal (c-COG J). También se encontré una
elevada proporcion de proteinas relacionadas a la biogénesis de la pared, membrana o
envoltura celular (c-COG M, 12,50%). Si bien se observd una baja proporcion de proteinas
relacionadas con la replicacion, recombinacion y reparacion (c-COG L, 7,63%) 4 de las 10
estaban involucradas en la degradacion del RNA. Asimismo, se hallaron 2 de este tipo de
proteinas en el c-COG J, encontrdndose en total 6 proteinas relacionadas con este proceso.
En el andlisis también se hallaron sobre-expresadas proteinas involucradas en mecanismos
de defensa (c-COG V) entre ellas una chaperona de cold shock (cspA) y una catalasa (cat).
En cuanto a las proteinas reprimidas, la mayoria fueron proteinas relacionadas con el
transporte y metabolismo de aminoacidos (c-COG E, 19,35%) y lipidos (c-COG I, 16,13%), y
la produccion y conversion de energia (c-COG C, 17,20%). Respecto al metabolismo de
aminoacidos, un andlisis de enriguecimiento funcional realizado con la herramienta String
mostré que a 28 °C hay un enriquecimiento (es decir un empobrecimiento a 8°C) de proteinas
de la via del catabolismo de la valina, leucina e isoleucina, del metabolismo de la alanina,
aspartato y glutamato y tirosina, asi como la sintesis de arginina (Figura 14R). Dentro de la
categoria de metabolismo de lipidos, se encontr6 un enriquecimiento de enzimas del
metabolismo de PHAs (phasina, Poli(3-hidroxialcanoato) sintetasa, fosfato acetiltransferasa,
3-ketoacil-ACP reductasa). Por ultimo, entre las enzimas asociadas a la produccion y

conversion de energia se hallaron una gran cantidad de citocromos y proteinas asociadas.
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Figura 13R: Clasificacion de proteinas diferencialmente expresadas segun categoria de grupo de
genes ortélogos (c-COG). Proteinas diferencialmente expresadas (P < 0,05; veces de cambio > 2/
Proteinas ON-OFF) a 10°C respecto a 28°C.
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Figura 14R: Parte del mapa de interacciones de proteinas reprimidas a 10°C respecto a 28°C
generado en String. En rojo se muestran aquellas pertenecientes a la via de la biosintesis de la

arginina que también mostraron enriquecimiento funcional.
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Con el objetivo de estudiar si este perfil de expresion se correspondia con aquel de

crecimiento temprano (fase exponencial) se analizé si las proteinas diferencialmente

expresadas en fase estacionaria coincidian con los genes diferencialmente expresados en

fase exponencial identificados por analisis transcriptomico en un trabajo previo del laboratorio

(Tribelli et al., 2015). De las 131 proteinas sobre-expresadas a 10 °C en fase estacionaria

identificadas en el analisis protedmico solo 1 (cold shock protein, codificada por el gen cspA)

sobre-expresa su gen en fase exponencial a la misma temperatura. Sin embargo, se encontro

gue los genes que codifican 14 de las proteinas que se encontraron sobre-expresadas se

encontraron reprimidos en fase exponencial (Tabla 2R). Esto indicaria que hay un ajuste

distinto de ciertos procesos en exposicion temprana o tardia al frio.

Tabla 2R: proteinas sobre-expresadas en fase estacionaria cuyos genes se encontraron reprimidos

en fase exponencial.

translocasa YajC

Gen Locus Tag Funcion C-COG
aceA | PE143B_0123985 Isocitrato liasa C: Produccion y conversion de
- energia
Proteina determinante de la forma DZ: Control del ciclo celular,
mreB | PE143B 0128290 . division celular, particion de
del baston MreB
cromosomas
carB | PE143B 0101750 Carbamoil-fosfato sintasa de EF Transportg y'm'etabollsmo
- cadena larga de aminoéacidos
PE143B_0122450 Arginina N-succiniltransferasa E: Transportg y [“.etabo"smo de
— aminoacidos
purB | PE143B_ 0123965 Adenilosuccinato liasa F: Transporte y [n.etabohsmo de
nucledtidos
rne PE143B_0122220 Ribonucleasa E J: Traduccion, plogenesus y
- estructura ribosomal
bamA | PE143B 0106280 Factor de ensamblado de proteina
- de membrana externa BamA
PE143B_0124470 Transductor de energia TonB M: Biogénesis de la pared
- celular/membrana/envoltura
. Insertasa de proteina de
yidC | PE143B_0118535 membrana YidC
. O: Modificacion
hflB PE143B_0101775 Metaloprotea_sa de cinc ATP- postraduccional, recambio de
dependiente FtsH .
proteinas y chaperonas
bfrD PE143B_0116925 Canal controlado por ligando P Tran;portg y mgtqbohsmo de
— iones inorganicos
PE143B_0101660 GTPasa R: Solo prediccion de funcion
general
YajC | PE143B_0115215 Subunidad de preproteina U: Tréfico intracelular,

secrecion y transporte vesicular

PE143B_0101495

Proteina R enzima de restricciéon
tipo |

V: Mecanismos de defensa

En cuanto a las proteinas reprimidas, en 28 de las 93 encontradas, los genes estuvieron

también reprimidos en fase exponencial (Anexo Resultados Tabla 2). La mayoria de estas

son proteinas relacionadas con el metabolismo de aminoacidos (9) y citocromos y proteinas
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asociadas con la conversién de energia (4). También se encontraron dos proteinas del
metabolismo de lipidos y una superéxido dismutasa (sod). Esto muestra que ciertas funciones
presentan una expresion disminuida en frio a comparacién con 28°C, relacionada con el
ajuste del metabolismo para el crecimiento a baja temperatura.

Adicionalmente, se analiz6 la expresidon de genes individuales mediante RT-gPCR. Se
eligieron para el andlisis los genes hmgA (que codifica una proteina involucrada en la
degradacién de aminoacidos aromaticos) y cspA dado que se habia detectado expresion de
los mismos tanto en el proteoma como en el transcriptoma, siendo hmgA reprimido y cspA
sobre-expresado en frio. Los experimentos se disefiaron teniendo en cuenta todas las
comparaciones en cuanto a condiciones de crecimiento y temperatura. Sin embargo,
surgieron algunas complicaciones en la extraccion de RNAy en la realizacion de la RT-gPCR.
En el caso de hmgA en las RT-gPCRs no se observé producto Unico en las curvas de melting
por lo que no se pudo analizar su expresion. Para cspA se realizaron varios ensayos de
puesta a punto para obtener valores de Ct adecuados. En la figura 14R se puede observar la
expresion relativa del gen cspA respecto al gen que codifica el rRNA 16S. La expresion a 8°C
en fase estacionaria de crecimiento fue mayor que a 28°C, lo cual concuerda con el resultado
obtenido en el andlisis proteGmico para este gen. Al comparar la expresién a 8°C entre fases
de crecimiento se observé que la expresion relativizada de ambos genes se encontraba en el
mismo orden de magnitud (Figura 15R). Si bien es necesario contar con un mayor niamero
de replicas para poder realizar la comparacion estadistica, los resultados muestran que cspA

se sobre-expresa en frio a lo largo de las distintas fases de crecimiento.
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Figura 15R: Expresion relativa de cspA vs 16S rRNA en distintas fases de crecimiento y

temperaturas. Exp: fase de crecimiento exponencial. Est: fase de crecimiento estacionaria.
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DISCUSION



La capacidad de las especies bacterianas de hacer frente a distintas condiciones
estresantes como la temperatura, la disponibilidad de oxigeno y el estrés oxidativo depende
de una serie de respuestas finamente controladas. El tipo de respuesta que desplieguen
dependerd de su estado fisiolégico que esta relacionado directamente con el estado
nutricional y las fuentes de carbono disponibles (Nagar, 2016; Muchaamba et al., 2019;
Crespo Tapia et al., 2020). Los compuestos carbonados se incorporan a las vias metabdlicas
a distinto nivel y esto confiere mayor o menor poder reductor, modulando el estado redox
celular. La degradacion de fuentes de carbono o polimeros de reserva para la obtencion de
energia y poder reductor son claves para la resistencia frente al estrés oxidativo. Por ejemplo,
la degradacién del compuesto de reserva polihidroxibutirato es clave para la supervivencia a
baja temperatura en P. extremaustralis porque genera mayor poder reductor (Ayub et al.,
2009).

Una fuente de carbono cuyo metabolismo en bacterias no ha sido muy estudiado es el
inositol. Este compuesto puede provenir de la desfosforilacién del fitato que es una de las
mayores moléculas de reserva de fosforo en plantas. El inositol presenta varios isébmeros
estructurales entre ellos el mioinositol, que ha sido propuesto como la fuente de carbono
detectable mas abundante en el suelo (Fry et al.,, 1998). Sin embargo, es escasa la
informacidn acerca de su uso como fuente de carbono y energia o sobre su rol en la fisiologia
de bacterias del género Pseudomonas. Actualmente la capacidad de catabolizar mioinositol
ha sido experimentalmente demostrada en algunas especies bacterianas, incluyendo
Rhizobium leguminosarum, Sinorhizobium meliloti, Lactobacillus casei, Klebsiella aerogenes,
Corynebacterium glutamicum, Legionella pneumophila, Yersinia mollaretii, y Citrobacter
koseri (Berman y Magasanik, 1966; Wauters et al., 1988; Galbraith et al., 1998; Fry et al.,
2001; Krings et al., 2006; Yebra et al., 2007; Manske et al., 2016; Yuan et al., 2019). Ademas,
recientemente se ha detectado in silico la presencia de los genes que codifican las enzimas
involucradas en la degradacion del mioinositol en cientos de especies bacterianas, tanto
comensales, como patégenas y bacterias del suelo (Weber y Fuchs; 2022). Dado que en
estudios previos de este laboratorio realizados con P. extremaustralis se observo que los
genes iolE, iolB, iolD e iolG, el regulador transcripcional y el gen iatA, de la via del catabolismo
del inositol se sobre-expresaban en cultivos microaerébicos realizados en LB y expuestos a
GSNO (Solar Venero, 2020), nos propusimos estudiar si esta bacteria era efectivamente
capaz de utilizarlo como Unica fuente de carbono. Cabe destacar que en aquel estudio se
encontré que P. extremaustralis carece del gen iolJ que codifica una aldolasa cuya reaccion
enzimatica relaciona esta via con el metabolismo central del carbono y la obtencion de
energia y poder reductor. Los resultados de este trabajo mostraron que P. extremaustralis es
capaz de catabolizar mioinositol y que puede hacerlo bajo distintas condiciones de aireacion

(aerobiosis y microaerobiosis) y temperatura (8°C y 28°C). El crecimiento no mostro
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diferencias con el uso de glucosa, si bien a 8°C fue levemente menor. Estos resultados
sugieren que la aldolasa necesaria o bien es codificada por un gen todavia no correctamente
anotado o la funcion es ejercida por otra aldolasa compartida con otra via metabdlica en P.
extremaustralis. Esto ha sido propuesto por otros autores quienes observaron que algunas
especies bacterianas como Legionella pneumophila, Aeromonas hydrophila y Gaiella occulta,
gue carecen el gen iolJ, podrian sustituir la funcién con otra aldolasa, siendo asi capaces de
utilizar mioinositol como fuente de carbono y energia (Pang et al., 2015; Manske et al., 2016;
Severino et al., 2019). Asimismo, se verificO que el mioinositol puede ser utilizado en la
respiracion anaerobica con nitrato como aceptor de electrones (nitrato reduccion), dado que
se detecto nitrito en el sobrenadante de los cultivos.

El inositol es un compuesto ubicuo presente en las superficies de las plantas y el suelo y
dado que se ha reportado que P. extremaustralis tiene algunas caracteristicas de promocion
de crecimiento vegetal (Ibarra, 2017) se evalu6 si este compuesto favorecia alguna de estas
caracteristicas en las condiciones ensayadas. Si bien en presencia de mioinositol P.
extremaustralis no mostré capacidad de producir AIA o de solubilizar fosfato en medio sélido
aument6 la produccion de pioverdinas. Las pioverdinas son un grupo de siderédforos
estructuralmente relacionados producidos principalmente por especies del género
Pseudomonas cuya funcién es movilizar y acumular hierro (DellAnno et al., 2022). En
especies como P. protegens Pf-5 se ha mostrado su rol en la proteccién de plantas contra
patdgenos (Ruiz et al., 2015). Esto sucede porque al ser un guelante del hierro compite por
este con el patdgeno vegetal limitando su crecimiento y favoreciendo asi el crecimiento de la
planta (Mercado-Blanco y Bakker, 2007).

El suelo es un ambiente complejo y heterogéneo, con variabilidad en la disponibilidad de
oxigeno, agua y nutrientes. En particular, la rizosfera es rica en exudados radiculares, los
cuales forman gradientes, y comunidades microbianas activas por lo que es usual que, en las
bacterias asociadas a plantas, ya sean patégenas o simbiontes, la motilidad juegue un papel
clave en la vida en este ambiente (Colin et al., 2021). Existen varios tipos de motilidad
bacteriana entre los que se encuentran el swimming y el swarming. El swimming es un
movimiento de célula Unica que se da en ambientes liquidos por la rotacion de los flagelos.
En cambio, el swarming es un movimiento coordinado de células propulsado también por
flagelos sobre superficies con una delgada pelicula de agua (Kearns, 2010; Palma et al.,
2022; Wadhwa y Berg, 2022). Nuestros resultados mostraron que P. extremaustralis
proveniente de cultivos microaerdbicos no presentd movilidad de tipo swarming con glucosa
0 mioinositol, si bien esta bacteria tiene la capacidad de realizarla en otros medios de cultivo
tanto en aerobiosis como microaerobiosis (Tribelli y Lopez, 2011; Solar Venero et al., 2019).
La capacidad de swimming fue similar a la reportada por otros estudios realizados en

aerobiosis y microaerobiosis a la misma temperatura (Tribelli y Lopez, 2011; Tribelli, 2013).
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Las diferencias con otros estudios podrian deberse a que en este trabajo se utilizé medio
minimo mientras que en otros estudios se utilizé medio complejo o a la tendencia a la vida
sésil en presencia de mioinositol en concordancia con el aumento observado de la formacién
de biofilms cuando se utiliza esta fuente de carbono. Seria interesante realizar mas
experimentos como el analisis de la produccién de exopolisacaridos con distintas fuentes de
carbono ya que son uno de los componentes mayoritarios de la matriz extracelular del biofilm
(Kim et al., 2009, Flemming y Wingender, 2010) y se ha propuesto que juegan un papel
importante en la adhesion y colonizacion de superficies de las raices vegetales (Matthysse et
al., 2005; Santaella et al., 2008). Ademas, la formacién de biofilms en raices favorece la
colonizacién de las mismas en géneros como Rhizobium, Gluconacetobacter, y Azospirillum
(Yaryura et al., 2008; Rinaudi y Giordano, 2010; Siuti et al., 2011). Dada la abundancia del
mioinositol en las superficies de las plantas o el suelo, el uso de esta fuente de carbono por
parte de P. extremaustralis y el aumento en la formacion de biofilms y en la produccion de
pioverdinas observada, la utilizacién de mioinositol como fuente de carbono podria ser
beneficiosa para la relacion planta-bacteria.

Teniendo en cuenta que los genes del catabolismo del mioinositol se sobre-expresan en
P. extremaustralis en presencia de estrés nitrosativo (Solar Venero, 2020) nos propusimos
ampliar los estudios relacionados con la respuesta de esta bacteria cuando se cultiva en
presencia de esta fuente de carbono, frente a distintos factores de estrés como el nitrosativo,
oxidativo y estos combinados. Tanto en ensayos con GSNO como con nitrato de potasio en
medio minimo no se hallaron diferencias en la sensibilidad respecto al uso de glucosa. El
GSNO en este medio de cultivo no afecté el crecimiento bacteriano, aunque en nuestro
laboratorio observamos que P. extremaustralis fue sensible a este compuesto en cultivos
microaerdbicos en medio LB (Solar Venero, 2020). Una posible explicacion es que el biofilm
formado, que observamos en glucosa pero aun en mayor medida cuando se utilizé mioinositol
como fuente de carbono, confiere un efecto protector contra el estrés. Los biofilms consisten
en agregados multicelulares, inmersos en una matriz compleja de exopolisacaridos, DNA
extracelular, proteinas y lipidos. Son estructuras altamente resistentes a multiples factores
como antibidticos, dafio UV, toxicidad por metales, condiciones anaerdbicas, exposicion a
acidos, salinidad, gradientes de pH, desecacioén, bacteriéfagos, etc (Flemming y Wingender,
2010; De la Fuente-Nufiez et al., 2013). Solar Venero (2020) reporté un mayor indice de
formacion de biofilm en cultivos de LB microaerébicos respecto a los aerdbicos, pero los
valores obtenidos fueron mucho menores que los hallados en este estudio. En los ensayos
de este trabajo, la sonicacion para disgregar el biofilm se realizé posteriormente a la
exposicion a GSNO y no antes, por lo que el biofilm formado en ambas fuentes de carbono
podria estar protegiendo a la bacteria contra el estrés causado por el GSNO. El GSNO es un

dador de NO y si bien el NO esta involucrado en la dispersion de biofilms en P. aeruginosa,
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esto se da a concentraciones no letales de este compuesto y exposiciones a tiempos mas
prolongados que las utilizadas en nuestros ensayos (Barraud et al., 2006). Es mas, en P.
aeruginosa a concentraciones letales/elevadas de otro dador de NO, el nitroprusiato de sodio
(SNP), la formacion de biofilm aumenta como una posible respuesta adaptativa a niveles
téxicos de este compuesto (Barraud et al., 2006).

Cuando se analiz6 la respuesta frente al estrés oxidativo, observamos que P.
extremaustralis fue mas sensible al estrés en condiciones de baja tensién de oxigeno, aunque
el mioinositol no le confirié un efecto protector. Sin embargo, al estudiar el efecto combinado
con estrés nitrosativo en microaerobiosis, los cultivos realizados con mioinositol resistieron
mas el estrés a medida que se increment6 la concentracion de nitrito. El estrés nitrosativo y
oxidativo se encuentran relacionados dado que muchas especies reactivas del nitrégeno
pueden tener reacciones cruzadas con ROS que conlleven a la formacion de nuevas especies
reactivas. EI NO, por ejemplo, puede reaccionar con el O, formando peroxinitrito (OONO"),
gue posee un poder oxidante incluso mayor (Hausladen y Stamlert, 2017). Muchos de los
targets celulares de las ROS y RNS (lipidos, DNA y proteinas) son compartidos, por lo que
es esperable que las respuestas estén solapadas, aunque otras seran exclusivas (Chautrand
et al., 2022). Entre los mecanismos de defensa comunes se encuentran el citrocromo bd que
posee actividad peroxidasa y descompone tanto H.O, como ONOO vy el sistema metionina
sulfoxido reductasa (Msr) que repara el dafio en proteinas (Giuffré et al., 2014; Chautrand et
al., 2022). Las estrategias propias de la detoxificaciéon de RNS incluyen flavohemoglobinas y
las nitrato y nitrito reductasas (Staerck et al., 2017). Las defensas antioxidantes de ROS
incluyen las superoxido dismutasas, que transforma O a O, y H:0, y las catalasas,
descomponiendo el peréxido de hidrégeno. Por otro lado, distintas fuentes de carbono
pueden favorecer la expresion de distintas enzimas capaces de combatir estrés oxidativo
(Mailloux et al., 2011). ElI mioinositol podria inducir la expresién de enzimas distintas a la
glucosa que responden diferencialmente al estrés combinado.

La exposicion a bajas temperaturas es también una condicion estresante para las
bacterias por lo que, en este trabajo de tesis exploramos también algunos aspectos
relacionados con la fisiologia en estas condiciones. En condiciones de frio, las bacterias
ajustan la fisiologia celular para adaptarse y las caracteristicas tradicionalmente reconocidas
como involucradas en la adaptacion al frio implican la modificacion estructural de enzimas,
cambios en la fluidez de la membrana, expresion de proteinas de cold shock, adaptacién de
la maquinaria de traduccién y transcripcion y la presencia de solutos compatibles (Barria et
al., 2013; Tribelli y Lopez, 2018). En este trabajo se observé que P. extremaustralis desplegé
un perfil proteico que tenia algunas de estas caracteristicas. Se encontré sobre-expresion de
proteinas relacionadas con la traduccion y a su vez con la degradacion del RNA. Esto podria

parecer contradictorio, pero dado que las bajas temperaturas generan la estabilizacion de
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estructuras secundarias en los &acidos nucleicos que pueden impedir la traduccién se ha
sugerido que la expresion de RNasas degrada el RNA estructurado en estas condiciones
(Fonseca et al., 2011; Barria et al., 2013). La sobreexpresion de proteinas relacionadas a la
traduccion, en especial ribosomales, en bacterias psicréfilas ya ha sido reportado por otros
autores (Kumar et al., 2020) y se ha sugerido que parte de estas (aquellas de la familia Rpl)
poseen una actividad extraribosomal y podrian estar actuando como chaperonas importantes
para la supervivencia a bajas temperaturas (Kovacs et al., 2009; Aseev y Boni, 2011).
También se hallaron algunas proteinas relacionadas con mecanismos de defensa como una
proteina de cold shock (CspA) y una catalasa. Mediante el andlisis por RT-qPCR en este
trabajo también se observo la sobreexpresion de cspA a 8 °C respecto a 28°C aunque es
necesario realizar mas replicas. Las catalasas son proteinas con actividad antioxidante son
por ende claves en la defensa contra estrés oxidativo (Rajendrasozhan, 2023) y a bajas
temperaturas existe un incremento del estrés oxidativo resultando en una mayor produccion
de ROS (Chattopadhyay et al., 2011). Respecto a las proteinas reprimidas, se encontré que
en P. extremaustralis muchas de las proteinas reprimidas se encontraban relacionadas con
la obtencidn y conversién de energia, en especial citocromos y proteinas asociadas. A bajas
temperaturas las bacterias psicroéfilas y psicrotolerantes reprimen el metabolismo oxidativo
primario, incluyendo los citocromos (Piette et al., 2011; Tribelliy Lépez, 2018). Los citocromos
forman parte de la cadena respiratoria y dado que esta es una fuente de ROS y que en frio
hay un incremento en el estrés oxidativo reprimirlos podria ayudar a disminuir el estrés.
Asimismo, se encontrd represion de proteinas relacionadas con la via de sintesis de PHA
probablemente debido a que esta bacteria sintetiza este polimero bajo un exceso en la
disponibilidad de fuente de carbono respecto a otros nutrientes (Lopez et al., 2015) y los
cultivos analizados se encontraban en fase estacionaria de crecimiento donde existe mayor
produccion de este polimero. Dado que los resultados son comparativos esta observacion
indicaria que la sintesis de PHA esté favorecida a 28°C en comparacion condiciones de frio.

El estudio del proteoma realizado proporcioné un andlisis cuantitativo de las diferencias
en la expresion de proteinas entre frio y temperatura ambiente de 28°C. Este estudio fue
realizado con las proteinas totales y por las caracteristicas de la técnica permitié la
identificacion de alrededor de 1335 proteinas en promedio en las condiciones y réplicas
analizadas que representaron aproximadamente el 22% del total de secuencias codificantes
(CDS) anotadas en el genoma de P. extremaustralis 14-3b (5965 proteinas segun la base de
datos NCBI). Sin embargo, al comparar este estudio con datos de un analisis transcriptomico
realizado a las mismas temperaturas por Tribelli et al. (2015) se encontré que solo el 1,5% de
los transcriptos sobre-expresados se correspondian con proteinas y, en el caso de los
reprimidos fue el 4,33%. Esto podria deberse a distintos factores. Por un lado, si bien este

tipo de estudio proteémico provee un panorama general con significado estadistico de las
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proteinas mayoritarias en una condicién con respecto a la otra, comparada con los estudios
de transcriptémica la cobertura obtenida es menor. Esto se debe a que la técnica Gnicamente
detecta las proteinas mas abundantes de la muestra (Timp y Timp, 2020). Una forma de lograr
mayor cobertura consiste en analizar fracciones celulares por separado como fracciones
citosdlicas, de membrana y periplasmicas. Utilizando este tipo de estrategias otros autores
se han logrado ampliar la cobertura obtenida, por ejemplo, Nilsson et al. (2019) lograron
identificar el 41,5% del total de secuencias codificantes (CDS) anotadas en el genoma de
Rhizobium favelukesii LPU83. Otra posible explicacién radica en que la traduccién es un
proceso altamente regulado y una elevada cantidad de transcripto no necesariamente indica
elevada cantidad de producto proteico (Timp y Timp, 2020; Tollerson e Ibba, 2020). También,
las proteinas poseen una vida media variada y aquellas con vida media corta podian no ser
detectadas en el analisis (Trotschel et al., 2013). Asimismo, si bien las condiciones de cultivo
(medio utilizado, temperatura, agitacion) fueron las mismas en ambos estudios, en el estudio
transcriptomico los cultivos se encontraban en fase exponencial de crecimiento y en el
protedmico en fase estacionaria. En consecuencia, la bacteria podria reajustar las respuestas
gue despliega de acuerdo a las necesidades de cada fase de crecimiento mostrando perfiles
de expresion no coincidentes, lo cual podria explicar por qué 14 de las proteinas sobre-
expresadas reprimian la expresién de sus genes en fase exponencial. Se encontré que los
perfiles de represion fueron mas coincidentes que los de sobreexpresion. Si bien el porcentaje
de coincidencia fue bajo, muchas de las vias metabdlicas y funciones reprimidas se
mantuvieron asi en ambas fases de crecimiento. Por ejemplo, en el analisis del transcriptoma
se habia observado la represién del metabolismo de muchos aminoéacidos, en especial la
biosintesis de arginina y esto también se observé en el proteoma por mas que no todas las
proteinas coincidieran con transcriptos. Lo mismo ocurri6 con citocromos y proteinas
asociadas a la produccion de energia, entre las que se encuentran proteinas del ciclo de los
acidos tricarboxilicos (TCA). Como se mencioné anteriormente esto podria deberse a que en
frio las bacterias reprograman su metabolismo oxidativo en un intento de aliviar el estrés
oxidativo (Piette et al., 2011; Tribelli y Lépez, 2018). Sin embargo, otras caracteristicas
reprimidas no se mantuvieron asi en fase estacionaria o no pudieron ser detectadas como la
produccion de exopolisacaridos y putrescina y espermidina, asi como proteinas de motilidad.
En cuanto a los perfiles de sobreexpresion, estos no fueron coincidentes entre ambas fases
de crecimiento exceptuando la proteina CspA. En fase exponencial P. extremaustralis sobre-
expresa genes de la transcripcion, de la resistencia a estrés osmotico y de la oxidacién del
etanol (Tribelli et al., 2015) y ninguna proteina asociada a estas vias se encontr6 en fase
estacionaria. Sin embargo, los experimentos de RT-gPCR realizados permitieron observar
gue la expresion de cspA fue similar y elevada entre ambas fases de crecimiento indicando,

para esta caracteristica, correspondencia entre transcripcion y traduccion.
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Los mecanismos asociados a la adaptacion al frio son complejos e involucran muchas
estrategias. Ademas, a medida que las bacterias transitan las distintas fases de crecimiento
los requerimientos necesarios para adaptarse a cada una de ellas pueden variar. Los cambios
fisiologicos mas relevantes observados en P. extremaustralis expuesta al frio en fase

exponencial y estacionaria se resumen en la Figura 1D.

;>I<: Exponencial (RNA-seq)

. P 4 A .
aminoacidos | Transcripci6n
BS arginina

- 4 oxidacion
l 3 TCA g | EtOH cspA

l citocromos

3 o B3 '3
aminoacidos | Traduccion (;chaperonas?)
BS arginina A
| RNasas .

Figura 1D: Resumen de las respuestas detectadas frente a la exposicion a frio en fase exponencial y

estacionaria de crecimiento en P. extremaustralis. BS: biosintesis.
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CONCLUSIONES GENERALES

P. extremaustralis es capaz de catabolizar mioinositol y puede hacerlo bajo distintas
condiciones de aireacion y temperatura, lo que indicaria que la bateria de genes
involucradas en este catabolismo se encuentra completa. El crecimiento no mostré

diferencias con el uso de glucosa.

En presencia de inositol y condiciones microaerdbicas se observé un aumento en la

produccion de pioverdinas.

La utilizacién de mioinositol como fuente de carbono no afecto la capacidad de

swimming.

En condiciones microaerébicas y medio minimo suplementado con mioinositol o
glucosa el GSNO no afectd el crecimiento bacteriano y el biofilm formado podria estar

confiriéndole un efecto protector.

El mioinositol protegié contra el estrés nitro-oxidativo generado a elevadas

concentraciones de KNOs en presencia de H;O..

A bajas temperaturas por tiempo prolongado el perfil proteémico de P. extremaustralis
mostré distintas estrategias de adaptacion al frio como la expresiéon de RNasas y
proteinas ribosomales con posible actividad chaperona, proteinas cold shock y una

catalasa y represion de citocromos y proteinas asociadas a la produccién de energia.
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ANEXO RESULTADOS
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Tabla 1: Proteinas sobre-expresadas a 10 °C, mostrando las veces de cambio y su clasificacién

funcional en categorias de COGs (c-COG). T = andlisis transcriptémico realizado en Tribelli et al., 2015.

Veces de Presencia

Gen Locus Tag Funcién c-COG Cambio on T
C: Energy production and conversion
narH PE143B_0126680 Nitrate reductase CP 2.07
aceA | PE143B 0123985 Isocitrate lyase C 2.11
PE143B_0113090 Pyruvate dehydrogenase C 3.12
glpK PE143B_0109470 Glycerol kinase C 7.23
D: Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning
mreB  PE143B_0128290 Rod shape-determining protein MreB Dz 2.01
E: Amino acid transport and metabolism
carB PE143B_0101750 Carbamoyl-phosphate synthase large chain EF 3.31
PE143B_0122450 Arginine N-succinyltransferase E 221
etX PE143B 0110825 Homoserine O-succinyltransferase / homoserine E 230
- acetyltransferase
PE143B_0116870 Peptide ABC transporter ATP-binding protein E 2.58
dppD PE143B_0116865 Peptide ABC transporter ATP-binding protein EP 6.23
hisP PE143B_0106420 Amino acid transporter E 2.04
dppa_l PE143B_0116850 Peptide ABC transporter substrate-binding protein E 2.34
PE143B_0103570 Butanediol dehydrogenase E 9.26
argD PE1438_ 0109400 Adenosylmethionine-8-amino-7-oxononanoate E 700
aminotransferase
selD PE143B_0119545 Selenide, water dikinase E 4.05
F: Nucleotide transport and metabolism
purB PE143B_0123965 Adenylosuccinate lyase F 2.23
purL PE143B_0115400 Phosphoribosylformylglycinamidine synthase F 2.99
G: Carbohydrate transport and metabolism

zwf PE143B_0125220 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase G 2.71
malp PE143B_0104265 Alpha-1,4 glucan phosphorylase / maltodextrin G 4.26

phosphorylase

I: Lipid transport and metabolism
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psd

fadD_2

PE143B_0105090

PE143B_0125180

Phosphatidylserine decarboxylase proenzyme

Long-chain fatty acid--CoA ligase

2.69

2.01

J:

ranslation, ribosomal structure and biogenesis

rpsB
rpsT
rpsA
rpsD
rpskK
rpsM
rpsk
rpsH
rpsC
rpsS
rpsG
rpsL
rpsl
rplA
rplP
rplv
rplB
rplw
rplC
rplO
rplR
rplF
rplE
rpIN
rplyY
rplT
rplS

rpIM

PE143B_0106240
PE143B_0117175
PE143B_0121900
PE143B_0123720
PE143B_0123725
PE143B_0123730
PE143B_0123750
PE143B_0123765
PE143B_0123805
PE143B_0123815
PE143B_0123855
PE143B_0123860
PE143B_0130235
PE143B_0123885
PE143B_0123800
PE143B_0123810
PE143B_0123820
PE143B_0123825
PE143B_0123835
PE143B_0123740
PE143B_0123755
PE143B_0123760
PE143B_0123775
PE143B_0123785
PE143B_0117345
PE143B_0124900
PE143B_0115510

PE143B_0130240

30S ribosomal protein S2
30S ribosomal protein S20
30S ribosomal protein
30S ribosomal protein S4
30S ribosomal protein S11
30S ribosomal protein
30S ribosomal protein S5
30S ribosomal protein S8
30S ribosomal protein S3
30S ribosomal protein S19
30S ribosomal protein S7
30S ribosomal protein S12
30S ribosomal protein S9
50S ribosomal protein
50S ribosomal protein L16
50S ribosomal protein L22
50S ribosomal protein L2
50S ribosomal protein L23
50S ribosomal protein L3
50S ribosomal protein L15
50S ribosomal protein L18
50S ribosomal protein L6
50S ribosomal protein L5
50S ribosomal protein L14
50S ribosomal protein L25
50S ribosomal protein L20
50S ribosomal protein L19

50S ribosomal protein L13

2.23

3.75

231

3.17

5.48

2.79

2.38

2.09

2.06

2.90

2.80

4.68

4.07

2.28

2.56

2.92

2.24

2.13

2.46

2.30

2.31

2.28

2.77

221

2.05

2.54

2.95

2.61
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rsmA
rsgA
rimB
infB
lepA
lysS
ginS
trpS
truB
rne
pnp

der

PE143B_0121075
PE143B_0105115
PE143B_0105220
PE143B_0101820
PE143B_0109145
PE143B_0106025
PE143B_0113800
PE143B_0130265
PE143B_0101830
PE143B_0122220
PE143B_0101840

PE143B_0115330

Ribosomal RNA small subunit methyltransferase A
Small ribosomal subunit biogenesis GTPase RsgA
23S rRNA (guanosine-2'-O-)-methyltransferase RImB

Translation initiation factor IF-2

Elongation factor 4

Lysine--tRNA ligase
Glutamine--tRNA ligase
Tryptophan--tRNA ligase

tRNA pseudouridine synthase B

Ribonuclease E

Polyribonucleotide nucleotidyltransferase

GTPase Der

5.40

2.28

2.08

3.52

231

2.56

2.22

2.30

3.34

3.40

2.69

2.83

K: Transcription

rnr
rpoA
rpoC

rpoD

PE143B_0105215
PE143B_0123715
PE143B_0123865

PE143B_0121005

Ribonuclease R

DNA-directed RNA polymerase subunit alpha
DNA-directed RNA polymerase subunit beta'

RNA polymerase sigma factor RpoD

2.21

2.28

2.37

2.45

L: Replication, recombination and repair

dbpA
rhiE_1
rhlE_3
deaD
parC
uvrA
smc

obgE

rhiB

PE143B_0118950
PE143B_0118805
PE143B_0108265
PE143B_0114355
PE143B_0105070
PE143B_0123695
PE143B_0100060
PE143B_0120465
PE143B_0101650

PE143B_0108900

RNA helicase

ATP-dependent RNA helicase RhIE

RNA helicase

ATP-dependent RNA helicase DeaD
DNA topoisomerase 4 subunit A
UvrABC system protein A / excinuclease ABC subunit A
Chromosome segregation protein SMC

GTPase Obg / CgtA

Dynamin

ATP-dependent RNA helicase RhIB

5.45

15.88

10.49

14.20

2.34

3.73

2.33

4.08

2.00

ON

M: Cell wall/membrane/envelope biogenesis

murA

dacC

PE143B_0128430

PE143B_0100585

UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase

D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase

7.10

2.33
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bamA  PE143B 0106280 Outer membrane protein assembly factor BamA M 2.87
bamB | PE143B_0115325 Outer membrane protein assembly factor BamB 2.21
bamD | PE143B 0117105 Outer membrane protein assembly factor BamD/DNA M 206
transporter
PE143B_0127090 Membrane protein M 2.04
PE143B_0124485 Oxidoreductase M 3.15
rkpK_2 | PE143B_0102715 UDP-glucose 6-dehydrogenase M 4.83
PE143B_0124470 Energy transducer TonB M 2.12
LpoA PE143B_0117645 Uncharacterized protein M 3.75
ompA  PE143B 0113900 Uncharacterized protein M 2.98
BamC  PE143B_0107175 Uncharacterized protein M 2.59
tolC PE143B_0115865 Transporter M 413
oprE PE143B_0111250 Porin M 2.52
yidC PE143B_0118535 Membrane protein insertase YidC M 2.55
tolC PE143B_0106710 Multidrug transporter M 3.69
A PE143B 0102740 Bifunctional polymyxin resistance protein ArnA/ UDP-4- MJ 426
- amino-4-deoxy-L-arabinose formyltransferase
N: Cell motility
PE143B_0108635 Flagellin N 1
O: Posttrans-lational modification, protein turnover, chaperones
HfIK PE143B_0105170 Protein HfIK O 2.21
prc PE143B_0115105 Peptidase S41 O 4.38
hflB PE143B_0101775 ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH (0] 2.28
fkIB PE143B_0115080 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 0] 2.64
hscA PE143B_0115275 Chaperone protein HscA homolog 0] 2.55
PE143B_0127890 Uncharacterized protein (0] 2.49
lon_3  PE143B_0113550 Lon protease / DNA binding protein 0] 5.65
lon_2  PE143B_ 0101230 Endopeptidase /ATP-dependent protease 0] 2.75
P: Inorganic ion transport and metabolism

ppk PE143B_0111470 Polyphosphate kinase P 2.03
PE143B_0115140 ABC transporter substrate-binding protein P 2.89
pstB PE143B_0124375 Phosphate import ATP-binding protein PstB P 10.95
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PE143B_0122590 Iron ABC transporter substrate-binding protein P 3.07 -
pstS PE143B_0102245 Phosphate-binding protein PstS P 27.20 -
pstS 1  PE143B 0124360 Phosphate-binding protein P 72.29 -
PE143B_0101655 GTP-binding protein P 2.44 -
bfrD PE143B_0116925 Ligand-gated channel protein P ON -
R: General function prediction only
PE143B_0107465 ABC transporter ATPase R 6.78 -
PE143B_0101660 GTPase R 2.07 -
PE143B_0127880 Uncharacterized protein R 3.88 -
PE143B_0123075 Uncharacterized protein R 2.43 -
PE143B_0115695 Imelysin R 2.31 -
PE143B_0112695 Cobalamin biosynthesis protein CobW R ON -
S: Function unknown
PE143B_0115910 Uncharacterized protein S 2.99 -
PE143B_0115555 Uncharacterized protein S 3.07 -
PE143B_0124870 Uncharacterized protein S 2.84 -
T: Signal transduction mechanisms
cheB PE143B 0108810 Chemotaxis response regulator protein-glutamate 279 ]
- methylesterase
cheA PE143B_0108805 Chemotaxis protein CheA T 2.87 -
typA PE143B_0104255 GTP-binding protein TypA T 7.74 -
U: Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport
secA PE143B_0119935 Protein translocase subunit SecA U 2.14 -
YajC PE143B_0115215 Preprotein translocase subunit YajC U 2.72 -
secG  PE143B_0101795 Preprotein translocase subunit SecG U 2.13 -
V: Defense mechanisms
mepB  PE143B_0106715 Efflux pump membrane transporter/ Multidrug v 487 )
transporter
ttgA PE143B_0106720 Antibiotic transporter VM 3.73 -
PE143B_0101470 Type | restriction-modification protein subunit M Vv 5.49 -
cat PE143B_0123705 Catalase Y 3.23 -
CSpA PE143B_0106405 Cold-shock protein Vv 412 Si
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PE143B_0101495 Type | restriction enzyme R Protein Vv ON -

PE143B_0100075 Restriction endonuclease subunit M \% ON -

Tabla 2: Proteinas con expresion disminuida a 10°C, mostrando las veces de cambio y su clasificacion

funcional en categorias de COGs (c-COG). T = andlisis transcriptémico realizado en Tribelli et al., 2015.

Veces de Presencia

Gen locusTag Funcion c-COG
cambio enT
C: Energy production and conversion
petC PE143B_0130185 Cytochrome C C -2.36 -
petA PE143B 0130195 @ Ubiquinol-cytochrome c reductase iron-sulfur subunit C -3.43 -
PE143B_0108135 Cbb3-type cytochrome ¢ oxidase subunit Il C -3.46 -
ccoP1  PE143B 0108125 Cbb3-type cytochrome ¢ oxidase subunit C -9.29 -
etfA_2 PE143B 0107560 Electron transfer flavoprotein subunit beta C -2.43 Si
ubil PE143B 0111315 2-octaprenyl-3-methyl-6-methoxy-1,4-benzoquinol CH 207 )
- hydroxylase
PE143B_0108100 (Fe-S)-binding protein C -9.76 -
glcB PE143B_0120825 Malate synthase G C -2.38 Si
fumA  PE143B_0119840 Fumarate hydratase class | C -2.03 -
PE143B_0105755 Phosphate acetyltransferase C -3.94 -
ackA PE143B_0105750 Acetate kinase C -3.25 -
[dhA PE143B_0128925 2-hydroxyacid dehydrogenase CH -4.50 -
adhB  PE143B_0106840 Alcohol dehydrogenase C -16.65 -
PE143B_0128125 Zinc-type alcohol dehydrogenase-like protein C -2.39 -
adh PE143B_0103270 Alcohol dehydrogenase C -31.74 -
petB PE143B_0130190 Cytochrome b C OFF Si
D: Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning
PE143B_0106065 Chromosome partitioning protein ParA DN -8.71 -
E: Amino acid transport and metabolism

arcA PE143B_0120170 Arginine deiminase E -13.35 Si
arcB PE143B_0120165 Ornithine carbamoyltransferase E -10.57 Si
arcCl  PE143B_0120160 Carbamate kinase E -4.27 -
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argD PE143B_0103140 Ornithine aminotransferase E OFF -
Dihydrolipoamide acetyltransferase component of
bkdB = PE143B_0113215 pyruvate dehydrogenase complex / branched-chain E -2.04 -
alpha-keto acid dehydrogenase subunit E2
mmsB = PE143B_ 0120345 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase E -3.37 -
thrC PE143B_0115530 Threonine synthase E -3.00 -
puuA 2 PE143B_0111190 Glutamine synthetase E -2.46 -
asnB | PE143B_0127125 Asparagine synthase E -5.53 -
aspA | PE143B_0124315 Aspartate ammonia-lyase E -10.80 Si
iIVE PE143B_0113205 Branched-chain-amino-acid aminotransferase EH -2.17 Si
hmgA  PE143B 0109015 Homogentisate (1,2-dioxygenase) EQ -5.98 Si
Aminomethyltransferase (glycine cleavage system i
gevT  PE143B_0111300 _ E -2.47 Si
protein T)
iaaM_2 PE143B_0120965 Amine oxidase/ Lysine 2-monooxygenase E -4.65 Si
Periplasmic aromatic amino acid aminotransferase beta
PE143B_0120655 E -4.54 Si
precursor
dppA_4 PE143B_ 0116835 Peptide ABC transporter substrate-binding protein E -3.19 -
Spermidine/putrescine ABC transporter substrate-
SPUE_1 PE143B_0105970 o . E -10.42 -
binding protein
ansA  PE143B_0124820 Glutaminase/ Asparaginase E -3.20 Si
F: Nucleotide transport and metabolism
Ribonucleotide-diphosphate reductase subunit beta
nrdB PE143B_ 0131010 F -5.58 -
(Fragment)
apt PE143B_0108065 Adenine phosphoribosyltransferase F -3.52 -
G: Carbohydrate transport and metabolism
mgo PE143B_0117835 Probable malate:quinone oxidoreductase G -2.35 Si
PE143B_0125215 6-phosphogluconolactonase G -6.29 -
adhP | PE143B_ 0126365 Ethanol-active dehydrogenase G -3.78 -
H: Coenzyme transport and metabolism
pgqC  PE143B_0120940 Pyrroloquinoline-quinone synthase H -2.99 -
gpr_2  PE143B 0102535 NADP-dependent oxidoreductase (Aldo/keto reductase) H -4.83 -
gpr_1  PE143B 0125325 L-glyceraldehyde 3-phosphate reductase H -6.25 -
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hemN_2 PE143B_0108075 Coproporphyrinogen-IIl oxidase H -19.28 -
hemF  PE143B 0118415 Oxygen-dependent coproporphyrinogen-IIl oxidase H -2.14 -
hemX = PE143B 0125860 Uroporphyrin-1ll methyltransferase H -3.37 -
nadC  PE143B 0116995 Nicotinate-nucleotide pyrophosphorylase H -10.42 -
mutT  PE143B_0119945 Uncharacterized protein H/V -5.62 -
sttH_2 = PE143B_ 0127025 Isochorismatase HR -3.90 Si
I: Lipid transport and metabolism
PE143B_0105730 3-ketoacyl-ACP reductase I -40.11 -
fabB PE143B_0113960 3-oxoacyl-ACP synthase 1Q -2.19 Si
acsA | PE143B_0122495 Acetyl-coenzyme A synthetase I -3.43 Si
PE143B_0117750 Long-chain fatty acid--CoA ligase I -3.31 -
mmgB | PE143B_0127650 3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase I -3.19 -
mmgC_2 PE143B_0102690 Acyl-CoA dehydrogenase I -2.17 -
echA8 PE143B_0102685 Enoyl-CoA hydratase I -3.38 -
yofF PE143B_0127340 Oxidoreductase I -8.05 -
PE143B_0126370 Succinate-semialdehyde dehydrogenase I -6.45 -
PE143B_0100255 Succinate-semialdehyde dehydrogenase I -5.92 -
mdcD  PE143B_0110685 Malonate decarboxylase subunit beta I -2.44 -
PE143B_0105765 Phasin | -8.94 -
phbX | PE143B_0105760 Poly(3-hydroxyalkanoate) synthetase I -7.65 -
PE143B_0105725 Acetyl-CoA acetyltransferase I -48.76 -
phaA | PE143B_0119495 Acetyl-CoA acetyltransferase I -3.00 -
J: Translation, ribosomal structure and biogenesis
dusA | PE143B_0121775 tRNA-dihydrouridine(20/20a) synthase J -7.20 -
PE143B_0114265 Membrane protein J -2.28 -
gatB PE143B_0128275 Aspartyl/gIutamyl-tRNA(Asr]/GIn) amidotransferase 3 OFF s
subunit B
L: Replication, recombination and repair
recG PE143B_0124460 ATP-dependent DNA helicase RecG L -2.48 -
M: Cell wall/membrane/envelope biogenesis
pagL  PE143B_0117290 Lipid A 3-O deacylase M -2.58 Si
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UDP-N-acetylglucosamine--N-acetylmuramyl-

murG  PE143B_ 0117590 (pentapeptide) pyrophosphoryl-undecaprenol N- M -2.45 -
acetylglucosamine transferase
PE143B_0123645 proteina externa de membrana OmpW M -7.62 -
PE143B_0125535 Outer membrane porin. OprD family M -2.04 Si
O: Posttranslational modification, protein turnover, chaperones
htrA PE143B_0107140 Periplasmic serine endoprotease 0] -2.49 Si
clpB PE143B_0117090 Chaperone protein ClpB (0] -3.80 Si
msrA | PE143B_0104830 Peptide methionine sulfoxide reductase MsrA 0] -2.72 -
PE143B_0129340 Peptidase O -6.58 -
PE143B_0106285 Skp (probable outer membrane protein precursor) MO -3.17 -
P: Inorganic ion transport and metabolism
modA  PE143B_0102420 Molybdate ABC P -6.30 Si
metQ  PE143B 0122945 Methionine ABC transporter substrate-binding protein P -3.32 -
Q: Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism
PE143B 0100190 NADP-dependent oxidoreductase / Putative OR 364 S
N oxidoreductase YncB
T: Signal transduction mechanisms
mcpQ.8  PE143B. 0114540 Chemotaxi-s proteih / Methyl-accepting che-motaxis T 6.22 s
protein | (serine chemoreceptor protein)
zraR_1 PE143B_0101895 Fis family transcriptional regulator T -2.04 -
PE143B_0100880 Cyclic nucleotide-binding protein T/R -3.08 -
V: Defense mechanisms
hylD PE143B_0111365 Hemolysin secretion protein VM -3.72 Si
katE PE143B_0122960 Catalase Vv -4.94 -
sod PE143B_0125285 Superoxide dismutase Y -4.93 Si
PE143B_0113965 Peroxiredoxin \% -4.23 -
PE143B_0105715 Glycoside hydrolase family 43/hlYD VM OFF -
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