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RESUMEN

El uso indiscriminado de fertilizantes quimicos ha traido consigo problemas
ambientales graves. La busqueda de estrategias amigables con el ambiente ha
llevado al uso de bacterias promotoras del crecimiento vegetal, conocidas como
PGPR. Los miembros del género Azospirillum tienen la capacidad de sintetizar
fitohormonas, entre las que destaca el acido indol 3-acético (AlA), el cual promueve
el crecimiento de la raiz principal, el desarrollo de raices laterales y de los pelos
radiculares, que aumentan la captacion de nutrientes y agua del suelo. La via de
producciéon de AIA més estudiada es la via del acido indol pirdvico, en la que
interviene principalmente el gen ipdC contribuyendo hasta con el 90% de la sintesis
de esta molécula. Se propone que en Azospirillum brasilense estan presentes otras
vias alternas para la produccion de esta fitohormona, por lo que en este estudio se
analizé la participacion del gen iorA en la produccion de AlA y la colonizacion al
trigo. El analisis se realizd cuantificando la producciéon de AIA por HPLC en una
mutante iorA. Mediante microscopia de fluorescencia y confocal se evalué la
expresion del gen en asociacién con la planta y el sitio de colonizacion de la
bacteria, asi como su potencial de colonizacion al trigo mediante el conteo de
Unidades Formadoras de Colonia (UFC) .Los resultados apuntan a que el gen iorA
contribuye con un 20% de la sintesis de AIA en fase estacionaria temprana,
mientras que la mutacién de este gen no interviene en la colonizacién de la bacteria

a la planta.
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PAPEL DE LA INDOL PIRUVATO FERREDOXINA OXIDOREDUCTASA DE
AZOSPIRILLUM BRASILENSE EN LA PRODUCCION DE ACIDO INDOL-3-

ACETICO Y LA COLONIZACION AL TRIGO.

INTRODUCCION

En el suelo existe una gran cantidad de bacterias que se encuentran colonizando la
rizosfera de las plantas, llevando a cabo interacciones simbidticas o parasitas.
Estas relaciones se desarrollan debido a que las plantas le proporcionan nutrientes
a las bacterias a través de los exudados radiculares, los cuales estan constituidos
por: iones, enzimas, azUcares, vitaminas, proteinas, hormonas y aminoacidos,
mientras que las bacterias, a través de diversos mecanismos, promueven el
crecimiento de las plantas (Badri et al., 2009), a estas bacterias se les conoce
como: PGPR o PGPB (plant growth-promoting rhizobacteria o plant growth-
promoting bacteria, acronimos del Inglés, respectivamente) por su capacidad de
colonizar y estimular el crecimiento de las plantas (Gindisch et al., 1993; Shih-Yao
et al.,, 2011; Gray y Smith, 2005). Las PGPR pueden actuar modulando el
desarrollo de la raiz, los efectos mas comunes son el incremento en ndmero y
longitud de las raices laterales y los pelos radiculares, aumentando consigo la
nutricion de la planta y modificando la transcripcion de genes y la produccion de
metabolitos (Vacheron et al., 2013). Se han estudiado varios géneros de bacterias
PGPR entre las se encuentran representantes de los géneros: Rhizobium,

Bradyrhizobium, Pseudomonas, Azotobacter y Azospirillum (Spaepen et al., 2007).

BACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL (PGPR) Y
MECANISMOS DE ACCION

Las PGPR colonizan la rizésfera, aislandose tanto en la superficie de la raiz o
incluso al interior de la misma (bacterias enddfitas) encontrando un ambiente
optimo para establecerse y ser eficientes en la promocion del crecimiento (Gray y

Smith, 2005). Diversos son los mecanismos por los cuales estas bacterias
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promueven el crecimiento de las plantas, ya sea actuando de manera directa o

indirecta:

Indirectamente cuando las PGPR disminuyen el efecto nocivo que tienen los
patbgenos que colonizan las plantas, por ejemplo, al producir sustancias
antagonicas, o la induccion de factores relacionados a la respuesta sistémica
inducida (ISR) en las plantas. De manera directa a través de la produccion de
auxinas, giberelinas, o facilitando la captacion de nutrientes del ambiente como el
nitrogeno, hierro por medio de los sideréforos y la solubilizacion de fosfatos, por
mencionar algunos (Beneduzi et al., 2012; Glick, 1995). Brevemente se describen

los mecanismos antes mencionados:

» Fijacion biolégica de nitrogeno.

Del total del nitrogeno disponible en la atmdsfera, sélo una pequefia porcion
esta disponible en una forma asimilable para las plantas. Una considerable
cantidad es suministrada a las plantas a traves de los fertilizantes quimicos.
Las bacterias pueden reducir el dinitrégeno gaseoso (N2) a amonio (NH;") a
través del complejo de la nitrogenasa, éste es un mecanismo en la simbiosis
rizobia-leguminosa que hace disponible el NH;" a la planta (Zahran, 1999;
Bulgarelli et al., 2013). El interés por las bacterias fijadoras de nitrégeno ha
llevado a prestar atencion en estos organismos, ya que son una solucién

ecolégica para la restauracion de suelos agricolas (Mandimba, 1995).

» Solubilizacién de fosfatos.

La contribucién del nitrégeno asi como del fosforo es indispensable para el
crecimiento de la planta, menos del 5% de la cantidad de fosforo del suelo
se encuentra disponible. Los microorganismos tienen la capacidad de
solubilizar el fosforo para que las plantas lo absorban. La solubilizacion de

este elemento se lleva a cabo a través de formacién de acidos organicos
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como el succinato, citrato, gluconato, los cuales bajan el pH solubilizando el

fosfato, o por la accion de fosfatasas (Bulgarelli et al., 2013).

> Produccion de sideroéforos.

La disponibilidad de hierro en el ambiente es baja, los sideréforos son
moléculas que captan el i6n Fe*" y lo hacen disponible para su adquisicion
por las plantas. Los sideréforos producidos por rizobacterias promueven el
crecimiento de las plantas incrementando la disponibilidad de hierro en la
cercania de la raiz o por la inhibiciéon de la colonizacion de las raices por
patégenos, al secuestrar el hierro (Lee et al., 2011; Bulgarelli et al., 2013;
Abd-Alla, 1999). La presencia de metales pesados en el suelo promueve la
biosintesis de sideréforos en bacterias. Un ejemplo de una planta que
requiera la utilizacion de sideréforos producidos por bacterias es Avena
sativa, para la adquisicion de hierro del ambiente (Crowley et al., 1988).

> Actividad ACC desaminasa.

La capacidad de algunas bacterias de convertir ACC (4cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico) a amonio y a-cetobutirato mediante la
enzima ACC desaminasa provee a las PGPR una ventaja competitiva frente
a otros organismos de la rizésfera. Las raices y semillas de las plantas
poseen cantidades significantes de ACC las cuales son aprovechadas por
estos organismos, mientras que las plantas se ven beneficiadas al disminuir
este compuesto que se convierte en etileno el cual les provoca senescencia.
La muerte de arboles de pino que son infectados por Bursaphelenchus
xylophilus indican que los niveles de etileno aumentan considerablemente
durante la infeccién, los estudios muestran que usando Pseudomonas
putida UW4 se reducen los niveles de etileno mediante la via de la ACC

desaminasa (Li et al., 2001; Nascimento et al., 2013).
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» Biosintesis de compuestos antimicrobianos.

Los microorganismos pueden sintetizar gran cantidad de compuestos con
actividad antimicrobiana. El 2-4-diacetilfluoroglucinol (2-4-DAPG), la
pirrolnitrina y la viscosinamida son ejemplos de compuestos antimicrobianos
producidos por algunas especies de Pseudomonas. Las fenazinas son
compuestos con un amplio espectro antimicrobiano y han sido identificadas
en Pseudomonas; Burkholderia, Streptomyces y Brevibacterium (Couillerot
et al., 2011; Bulgarelli et al., 2013).

» Induccién de resistencia sistémica.

La induccién de la resistencia sistémica es un mecanismo por el cual las
plantas se defienden de un amplio espectro de patdégenos y parasitos.
Existen dos tipos de resistencia sistémica, la resistencia sistémica adquirida
(RSA) vy la resistencia sistémica inducida (RSI). La RSI es desencadenada
por las PGPRs, esta RSI depende la de activacion de vias de jasmonato y
etileno. Especies de Pseudomonas inducen la resistencia sistémica en
plantas de Arabidopsis (Choudhary et al., 2007; Lavicoli et al., 2003).

> Biosintesis de fitohormonas.

Las fitohormonas son compuestos quimicos que promueven el crecimiento
de las plantas y se dividen en 5 grupos: citocininas, giberelinas, acido
abcisico, etileno y auxinas. Las auxinas tienen numerosos efectos positivos
en el crecimiento de las plantas tales como tropismo hacia la luz, divisién
celular, diferenciacion del tejido vascular e iniciacion y formacion de la raiz.
La auxina mas importante es el AlA el cual se forma mediante su precursor
el aminoacido triptéfano (Trp). Varios estudios demostraron que el AIA es
sintetizado por diversas PGPR en particular el género Azospirillum; objeto de
este estudio, que promueve efectos positivos en el crecimiento de las raices

de las plantas, proporcionando un aumento en la captacion de nutrientes y

Papel de la indol piruvato ferredoxina oxidorreductasa de Azospirillum brasilense en la

produccion de dcido indol-3-acético y la colonizacién al trigo pdgina 15



agua (Bulgarelli et al., 2013; Jaroszuk-Scisel et al., 2014; Tesavkelova et al.,
2005; Steenhoudt y Vanderleyden 2000; Ona et al., 2005).

EL AIA COMO MOLECULA SENAL

El AIA actia como una molécula sefial tanto en plantas como en microorganismos.
A pesar de ser organismos diferentes la sintesis de esta auxina es muy similar en
ambos. En plantas el AIA tiene un papel tanto en el crecimiento de las partes
apicales de plantas como en la senescencia de las mismas, en la respuesta a la luz
(fototropismo) y en el desarrollo vascular (Koul et al., 2014). Debido a la
importancia que tiene esta molécula en la regulacion de distintos procesos en
plantas, la regulacion es estricta, encontrando que se puede producir por distintas
vias o almacenar en forma de otros compuestos (Spaepen et al., 2007). Ensayos
realizados con plantas de Arabidopsis thaliana en medios suplementados con AlA
demostraron el papel de esta molécula en la produccién de raices laterales y
adventicias, mientras que mutantes deficientes en la produccion de AlA disminuyen
la formacion de estas raices (Woodward y Bartel, 2005). En la bacteria, el AIA
promueve la expresidn de genes relacionados a la adherencia, la virulencia y la
adaptacién al estrés, asi como genes implicados en la misma produccion de AIA
(Spaepen et al., 2007) resultando en un mecanismo de retro-regulacion positiva, un
ejemplo de la expresién de genes en presencia de AlA es el gen ipdC que codifica
para la enzima mas importante de la via del &cido indol-3 piruvico (IPyA) para la
produccion de AlA el cual se sobreexpresa en presencia de la fitohormona en A.

brasilense (Malhotra y Srivastava, 2008; Broek et al., 1999).

AZOSPIRILLUM

Azospirillum pertenece al grupo de las a proteobacterias. Las primeras especies de
este género fueron descritas por primera vez por Tarrand en 1978, se han descrito
18 especies entre las que destacan A. lipoferum y A. brasilense por ser las mas

estudiadas, sin embargo, A. amazonense, A. halopraeferans, A. irakense, A.
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largomobile, A. dobereinerae, A. oryzae, A. melinis, A. canadense A. rugosum, A.
palatum, A. picis, A. thiophilum y A. zeae (Mehnaz et al., 2007; Cecagno et al.,
2015) forman también parte de este género (Massena et. al., 2011, Shih-Yao, et.
al., 2011). Debido a su importancia, el género esta en constante revision (Lin et al.,
2014). Recientemente se ha caracterizado la especie A. agricola (Lin et al., 2016).

Azospirillum tiene un metabolismo versatil de Carbono (C) y Nitrégeno (N), lo cual
sugiere lo bien adaptadas que estan a un ambiente competitivo como el de la
rizosfera. En condiciones desfavorables como la desecacion o la limitacion de
nutrientes, Azospirillum sufre diferenciacion celular de la célula vegetativa a una
forma de quiste para sobrevivir a condiciones de estrés, al cual estd sometido. Ese
cambio va acompafado por la produccién de una cubierta de polisacaridos y de
granulos de poli-B-hidroxibutirato, que proporcionara una fuente de carbono. Se
sabe que algunas especies de Azospirillum como A. brasilense y A. lipoferum
presentan un movimiento flagelar mixto compuesto de un flagelo polar que
proporciona movilidad en un medio liquido, mientras que los flagelos laterales se

desarrollan en medio semisélidos (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000).

Dentro de los mecanismos que presenta este género y por los cuales se considera
una PGPR se encuentran la produccién de sideréforos, la fijacion de nitrégeno, la
produccion de o6xido nitrico y principalmente la sintesis de AIA (Steenhoudt y
Vanderleyden, 2000).

PRODUCCION DE AIA EN AZOSPIRILLUM

De las fitohormonas producidas por el género Azospirillum e implicadas en el
proceso de aumento de crecimiento en las plantas estan el AlA, sintetizado a partir
de 3 vias dependientes de triptéfano como precursor, sin embargo ninguna de ellas
ha sido totalmente caracterizada (Szkop y Bielawski, 2013).Una de las vias mas
estudiadas es la que involucra al gen ipdC, el cual codifica para la enzima indol-3-
piruvato decarboxilasa (IPDC), asi como los genes histidinol fosfato
aminotransferasa que codifican para las enzimas aromatico aminotransferasas. El

primer paso en la via de sintesis del AIA es la conversion del precursor triptéfano
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por las AAT mediante un proceso de transaminacion y posteriormente
descarboxilado por la enzima IPDC para convertirse en indol 3-acetaldehido y
finalmente a AIA por la enzima indol acetaldehido deshidrogenasa (IAAd) (Fig. 1).
Se considera que ésta es la via principal para la produccion del AIA (Spaepen et
al., 2007; Patten et al., 2012). Datos experimentales apoyan la existencia de vias
alternativas para la produccion de este compuesto en Azospirillum ya que la
interrupcion del gen ipdC no inhibe completamente la produccion de AlA, quedando
un 10% de produccién de esta fitohormona (Spaepen et al., 2007; Carrefio-Lépez
et al., 2000). De igual manera mediante ensayos de HPLC se han podido identificar

compuestos intermediarios de otras vias (Carrefio-Lopez et al., 2000).
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Fig. 1. Vias de sintesis de AIA. La sintesis de AIA requiere del amino&cido Trp como su
precursor. Tres vias son las mas estudiadas, la via del indol acetonitrilo, la via del indol
acetamida y la via del indol pirdvico. Las enzimas AAT (aromatico amino transferasas) e IPDC
(indol piruvato descarboxilasa) catalizan la conversion de este aminoacido a AlA. Fuente:
Patten et al., 2012.

Dentro de estas otras vias propuestas para la sintesis de AIA son las de los
intermediarios: indol 3-acetamida, triptamina, e indol 3-acetonitrilo, de las cuales no
se conocen todos los genes ni las enzimas que intervienen por lo que no han sido
caracterizadas completamente (Spaepen et al., 2007). Debido a la importancia que
ha cobrado el género Azospirillum se han analizado los genes involucrados en la
produccion de AIA en las distintas especies. La variedad de plasmidos y el arreglo
de los genes en dicho género hacen que existan diferencias en las vias de
produccion de esta fitohormona (Sant'’Anna et al., 2011). En A. amazonense los

genes de la via TAM (triptamina) e IAN (indol-3-acetonitrilo) para la sintesis de AIA
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estan presentes por lo que se sugiere que éstas sean las vias utilizadas por esta
bacteria (Cecagno et al., 2015). En A. brasilense SM la via IPyA es la utilizada para
sintetizar AlA, no estando presente los genes de la via IAM (indol-3-acetamida)
(Malhotra y Srivastava, 2006). En A. brasilense Sp7 las vias IAN y TAM se propone
estan presentes (Carrefio-Lopez et al., 2000).

COLONIZACION POR AZOSPIRILLUM

Los miembros del género Azospirillum se encuentra presentes en asociacion con
plantas de cereales, cafia de azUcar, frutales, pastos forrajeros e incluso orquideas
proporcionandole a la planta beneficios para su crecimiento, por lo cual se le
considera una PGPR y en algunos paises ha sido implementada como
biofertilizante, reduciendo asi el uso de fertilizantes quimicos (Massena et. al.,
2011). Algunas cepas de A. lipoferum y A. brasilense son capaces de colonizar el
interior de la raiz. El proceso de colonizacion de la bacteria consta de dos fases:
absorcion y anclaje. La fase de absorcion es rapida y reversible mientras que la
segunda es lenta e irreversible. Una vez establecida, la bacteria puede obtener
nutrientes mediante los exudados radiculares de la planta. La colonizacién de la
bacteria principalmente se observa como agregados celulares en la superficie de
los pelos radiculares y raices laterales y dependiendo de la cepa pueden
observarse diferencias en los sitios de colonizacion. Las cepa Sp245 de A.
brasilense se encuentra colonizando el interior de la raiz mientras que la cepa Sp7
Unicamente la superficie radicular (Bashan et al., 2004). Concentraciones de 10° a
10° UFC/ml se han reportado como 6ptimas para estimular el crecimiento de la

planta por estas bacterias (Dobbelaere et al., 1999).
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ANTECEDENTES

El estudio del rol que podria tener esta fitohormona en la interaccion bacteria-planta
llevo a realizar mutaciones en los genes responsables de la produccion de esta
auxina. En A. brasilense se han generado mutantes del gen ipdC, el cual es el
principal gen en la via de produccion de AIA, encontrando que la produccion
disminuye drasticamente (Malhotra y Srivastava, 2008; Spaepen et al., 2008).
Ademas, al analizar el promotor de este gen se encontrdé una regién conocida como
elemento de respuesta a auxinas (AuxRE), el cual tiene una secuencia conservada
TGTCTC similar a la localizada en los genes que responden a AIA en plantas. El
elemento AuxRE se sabe que es el sitio blanco de factores transcripcionales en
plantas (Lambrecht et al., 2000), por lo que la distinta organizacién del promotor de
este gen entre las cepas A. brasilense Sp7 y SM indicarian que la regulacién podria

ser diferente entre las cepas (Malhotra y Srivastava, 2008).

El AIA promueve la expresion de distintos genes, esto fue analizado al realizar un
transcriptoma en A. brasilense Sp245 adicionando AlA a la cepa silvestre y a una
cepa mutante en el gen ipdC, se encontré que se expresaron diferencialmente
genes relacionados al metabolismo, a la produccién de 6xido nitrico, al sistema de
secrecion tipo VI entre otros (Van Puyvelde et al., 2011). En dicho trabajo se
observo que el gen iorA se sobreexpresa hasta 16 veces mas en presencia de AlIA
en A. brasilense Sp245 (Van Puyvelde et al.,, 2011). Mientras que en
Bradhyrizobium japonicum se sobreexpresa hasta 30 veces mas (Donati et al.,
2013). En Herbaspirillum seropedicae se propone que la produccion de AlA se lleva
a cabo por la via del indol piruvato en donde participan las enzimas triptéfano
transaminasa e indol piruvato ferredoxina oxidorreductasa (Pedroza et al., 2011).
Una indol piruvato oxidorreductasa fue caracterizada en la bacteria termofila
Pyrococcus furiosus, encontrando que esta enzima utiliza como sustrato al indol
piruvato en presencia de su cofactor, la tiamina bifosfato (Mai y Adams, 1994).
Mientras que el gen iorA de Rhizobium tropici se sobreexpresa en presencia de
triptéfano por lo que se propuso como un gen que podria estar implicado en la
sintesis de AIA (Imada et al., 2016).
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El AIA tiene un papel en la colonizacion de la bacteria a la planta. En Pantoea
agglomerans una mutante deficiente en la produccibn de AIA coloniza
deficientemente las raices de frijol comparada con la cepa silvestre (Spaepen et al.,
2007). A. brasilense es capaz de colonizar la rizésfera de las plantas, tanto la
superficie como el interior de la misma. El papel de AIA en la colonizacién de
Azospirillum se analiz6 en mutantes de la cepa SM superproductoras de AIA
observando que las mutantes colonizaban mas la superficie de plantas de sorgo,
encontrandose mayor numero de células adheridas a la superficie y mayor nimero

de pelos radiculares (Kochar y Srivastava, 2012; Malhotra y Srivastava, 2006).
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OBJETIVOS:

GENERAL: Evaluar el papel de la indol piruvato ferredoxina oxidorreductasa de
Azospirillum brasilense en la produccién de acido indol -3-acético y la colonizacion

al trigo.

PARTICULARES:

e Cuantificar la produccion de AIA en la cepa mutante AiorA de A. brasilense
y en la cepa silvestre Sp7.

e Analizar la expresion del gen iorA de A. brasilense en asociacion con la
planta de trigo.

e Analizar el efecto de la mutacibn de la indol piruvato ferredoxina

oxidorreductasa en la colonizacion de A. brasilense al trigo.

HIPOTESIS

El gen iorA participa en la produccion de AlA en A. brasilense Sp7 y se expresa en

asociacion con la planta.
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JUSTIFICACION

El descubrimiento de bacterias promotoras del crecimiento vegetal y su aplicacion
como biofertilizantes, permite obtener una mayor produccion de alimento para la
demanda que se requiere hoy en dia debido al aumento de la poblacion, sin
embargo, antes de la aplicacién de estos organismos se requiere una investigacion
de los mecanismos por los cuales la bacteria favorece el crecimiento de los
cultivos. Son varios los mecanismos responsables de la promocién del crecimiento
en Azospirillum pero uno de los més importantes es la produccion de AlA. Conocer
las distintas vias y los genes que participan en la produccion de esta molécula
permitird en un futuro cercano el manejo de las mismas y la sobreexpresion de los

genes de la via, lo que traera consigo una mejora en la promocion del crecimiento.
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MATERIAL Y METODOS

» Material biolégico

Las cepas utilizadas en este trabajo se encuentran descritas en la Tabla 1. Las
cepas de E. coli se crecieron en medio LB a 37°C con agitacion a 150 rpm. Las
cepas de Azospirillum se crecieron en medio minimo K-Malato a 30°C durante 18 h,
con una agitacion a 150 rpm. El medio de cultivo fue adicionado con el antibiético
de seleccidén dependiendo de la resistencia de la cepa: ampicilina (Ap) 100 pg/ml,
tetraciclina (Tc) 15 pg/ml o kanamicina (Km) 50 pg/ml (Tabla 1). Para el protocolo
de transformacion se utilizaron células quimiocompetentes de E. coli (DH5a o

S17.1) preparadas por el método de CacCl, (Sambrook et al., 1989).

Tabla 1. Cepas y plasmidos utilizados en este estudio.

Nombre Descripcién Referencia
Cepas
Escherichia coli DH5a endAl hsdR17 supE44 thi-1A- Invitrogen, Carlsbad, CA

recAl gyrA96 relAl AlacU169
@80 (AlacZAM15)

Escherichia coli S17.1 pro, thi hsd, recA,:: RP4-2 Tc:: Simon et al. 1983
Mu- Km Tn7
A. brasilense Sp7 Cepa silvestre Tarrand et al. (1978)
. . Baldani et al. 1987
A. brasilense Sp245 Cepa silvestre
A.brasilense AiorA Cepa mutada por deleciéon del Este trabajo

gen iorA derivada de la cepa
silvestre A. brasilense Sp7,
Km"
A.brasilense AZBR-mCh Cepa etiquetada en Este trabajo
cromosoma con el gen de la
proteina mCherry. Derivada de
la cepa silvestre A. brasilense
Sp7, Km®
A.brasilense AZBR-PiorA Cepa etiquetada en Este trabajo
cromosoma contiene el
promotor de iorA fusionado al
gen de la proteina
mCherry.Derivada de la cepa

Papel de la indol piruvato ferredoxina oxidorreductasa de Azospirillum brasilense en la

produccion de dcido indol-3-acético y la colonizacién al trigo pdgina 26



A.brasilense T7PiorA

A.brasilense T7mCh

Plasmidos

pGEM-T-Easy
pJMS-Km

pIJMS-mChKm

pBluescript-mCh

pAZBR

pAiorA

pAZBR-mCh

pAZBR-PiorA

pT7PiorA

silvestre A. brasilense Sp7,
KmR

Cepa etiquetada en
cromosoma contiene el
promotor del gen iorA
fusionado al gen de la proteina
mCherry, y terminador T7 rio
arriba del promotor. Derivada
de la cepa silvestre A.
brasilense Sp7, Km~,QT7.
Cepa etiquetada en
cromosoma con el gen de la
proteina mCherry. Contiene el
terminador T7. Derivada de la
cepa silvestre A. brasilense
Sp7, Km*®, QT7.

Vector de clonacién, Ap®

Plasmido suicida derivado del
vector pSUP202, KmR, TcF,
Apt

Plasmido suicida derivado del
vector pIMS-Km, KmF, TcF,
Apt

Plasmido de alto ndmero de
copias derivado del vector
pBluescript, Ap®

Plasmido suicida derivado del
plasmido pJMS que contiene
clonado los genes AZBR40048
y AZBR40049 de A.brasilense
Sp245

Plasmido suicida que porta los
fragmentos 5’ y 3’ de iorA y el
gen de la proteina fluorescente
mCherry. Km®, TcR

Plasmido suicida que porta las
regiones homélogas
AZBR40048 y AZBR40049, el
gen de la proteina fluorescente
mCherry 'y un gen de
resistencia a Km. Derivado de
pIMS-Km. Km®, TcR

Plasmido suicida que porta las
regiones homologas
AZBR40048 y AZBR40049, el
gen de la proteina fluorescente
mCherry fusionado al promotor
de iorA y un gen de resistencia
a Km. Derivado de pAZBR-
mCh. KmR, Tc®

Plasmido suicida que porta las
regiones homologas

Este trabajo

Este trabajo

Promega

(Ramirez-Mata et al., 2016)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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AZBR40048 y AZBR40049, el
gen de la proteina fluorescente
mCherry fusionado al promotor
de iorA, un gen de resistencia
a Km y un terminador T7.
Derivado de pAZBR-mCh.

KmR, TcRQT7.
pT7mCh Plasmido suicida que porta las Este trabajo
regiones homologas

AZBR40048 y AZBR40049, el
gen de la proteina fluorescente
mCherry ,un gen de
resistencia a Km y un
terminador T7. Derivado de
pT7PiorA. Km®, TcR,QT7.

» Extracciéon de DNAy PCR

La extraccién de DNA plasmidico y gendmico se realizdé de acuerdo al protocolo de
Sambrook et al. (1989). Las condiciones de PCR fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 95°C x 5 min, segunda desnaturalizacion a 95°C x 30 s,
alineamiento 1 min x la temperatura de cada iniciador, extension 72°C x 1 kb/min,

extension final 72°C x 10 min, almacenamiento a 4°C X .

» Disefio de iniciadores y andlisis bioinformatico del gen iorA

Debido a que no se contaba con la secuencia del genoma de A. brasilense Sp7 se
procedio con el andlisis del gen iorA a partir de la secuencia genémica liberada de
A. brasilense Sp245. Para la busqueda del gen homoélogo (iorA) de la cepa Sp7 se
utilizé la herramienta BLAST de la plataforma bioinforméatica NCBI

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

El disefio de iniciadores para la amplificacion del gen iorA y el promotor del mismo
se realizd con los programas PRIMERS3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/)
y SnapGene Viewer (Tabla 2).

Para evaluar la similitud entre los promotores de las cepas Sp7 y Sp245 se utiliz6 la
herramienta CLUSTALW de la plataforma bioinformatica EMBL-EBI
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). El analisis de los promotores para la

busqueda de las cajas -10 y -35 y factores transcripcionales se realizd en el
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programa Virtual Footprinting (Prodoric Database 8.9,
http://www.prodoric.de/vfp/vfp_promoter.php) y BPROM
(http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom). Las secuencias repetidas
invertidas se buscaron en el programa e-inverted (EMBOSS), para la busqueda de
los terminadores transcripcionales se utilizé el programa DOOR? (Database of

Operons Regulators).

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo.

Nombre del

; - Secuencia 5’-3’
oligonucleétido

PiorA-AF 5-GGGGTACCTGCGCTGGACCATCAGCATC-3'

iorA-AF 5-CCGGTACCATCGAAACCGTGCTGAACAA-3’

iorA-AR 5-AGCTCGAGTGTTCCATCCCCTTTGTGGC-3'

iorA-BF 5-GTAGGCCTCGATCATGGGCGAAATCCT-3’

iorA-BR 5-GCACTAGTGCGCGCTATTTCATCACCAC-3’

iorA-AFSp7 5-TCGGTACCTCATCGTGCTGACCGCCAACG-3’

T7iorA 5-AGGTACCCTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAG
GGGTTTTTTGCGGCCGCTACGTACCTGCGCTGGACCATCAGCA-3’

PiorA-R2 5’gCTCGAGAATCGAATTCATCTATACGTATGTTCCATCCCCTTTGTGG
ooy

CMP-Pst1F 5-GGCTGCAGTTGGACGCCCATTCGGCCC-3’

CMP-KpnIR 5-CCGGTACCGGACGGCGTTCACCCGATCA-3’

MTF- SpelF 5-CGACTAGTCGCTCTGGTTTATTGGAGCTTT-3’

MTF-NcolR 5 - TTCCATGGATGACCACGCCCGACAGCA-3’

» Construccién del plasmido AiorA

La generacion de la mutante del gen iorA se realizé con la construccién del

plasmido pAiorA (Tabla 1). El plasmido suicida generado en este estudio se derivo
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de pJMS-km (Ramirez-Mata et al., 2016), el cual contiene el gen de resistencia a
Km flanqueado por sitios Unicos de restriccion Kpnl,Xhol,Stul,Spel, SnaBl, Bglll y
Sacl (Anexo 1). Al plasmido pJMS-Km se le inserté un gen que codifica para la
proteina fluorescente mCherry, extraido de pBluescript-mCh con las enzimas Xhol
y Smal y subclonado en pJMS-Km rio arriba del gen de resistencia a km para
obtener el vector pJMS-mChKm. Posteriormente se clonaron los fragmentos 5y 3°
del gen (Figura 2). El fragmento 5 fue amplificado con los iniciadores iorA-
AFSP7/iorA-AR y el fragmento 3" iorA-BF/iorA-BR, posteriormente fueron clonados
en pGEM-T-Easy (Promega). Los iniciadores iorA-AFSP7 e iorA-AR fueron
disefiados con sitios de restriccion Kpnl y Xhol, respectivamente. Mientras que los
iniciadores iorA-BF e iorA-BR con los sitios Smal y Spel, respectivamente. Una vez
clonados en pGEM-T-Easy fueron liberados con las enzimas Kpnl y Xhol para el
fragmento 5y Smal y Stul para el fragmento 3"y clonados en los sitios Kpnl/Xhol y
Smal/Spel del plasmido pJMS-mChKm para obtener a pAiorA (Figura 2). La
presencia del pldsmido fue comprobado mediante PCR y andlisis por restriccion
con las enzimas EcoRlI, Sall y Hindlll.
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Figura 2. Esquema de la mutante 4. brasilense AiorA. El gen de la proteina fluorescente mCherry fue clonado rio arriba del gen de resistencia
a Km del vector pJMS-Km. Posteriormente los fragmentos 5y 3" (mostrados arriba) fueron clonados flanqueando ambos genes. Una vez
construido el plasmido este fue transferido a la cepa conjugativa E. coli S17.1 y mediante conjugacion con la cepa silvestre 4 brasilense Sp7

se obtuvo la cepa mutante A.brasilense AiorA.

» Construccion de los plasmidos pAZBR-mCh y pAZBR-PiorA y analisis de la

expresion del promotor iorA.

Para el analisis de la expresion del gen iorA de la bacteria en asociacion con la
planta se realizd con las construcciones pAZBR-mCh y pAZBR-PiorA. La
recombinacién homéloga en el fondo genético de A. brasilense Sp7, se realiz
como sigue: se clonaron dos regiones homélogas al genoma de A. brasilense
Sp245 en pJMS, (version modificada del vector suicida pSUP202 al que se le
incorpord un sitio maltiple de clonacién). En la clonacion de la region homologa
AZBR- 40048 se utilizaron los iniciadores CMP-PstlF/ CMP-KpnIR y amplificaron
por PCR el fragmento de 768 pb y posteriormente se cloné en el vector pGEM-T-

Easy, mientras que el fragmento que corresponde al gen AZBR-40049 se amplificd
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con los iniciadores MTF-SpelF/MTF-NcolR obteniendo un amplificado de 897 pb
que de la misma manera fue clonado en pGEM-TEasy. Ambos fragmentos fueron
digeridos, con las enzimas Pstl y Kpnl para el fragmento AZBR-40048 y Spel y
Ncol para el fragmento AZBR-40049 y ligados en pJMS en los mismos sitios de
restriccion para obtener el plasmido pAZBR, a continuacion se digirid el vector
pJMS-mChKm liberando con las enzimas Kpnl y Spel el gen mCherry y el gen de
resistencia a Km (2.2 kb), el fragmento obtenido se cloné en los mismos sitios de
PAZBR para asi obtener el plasmido pAZBR-mCh, utilizado control negativo de la
expresion del promotor del gen. Una vez comprobado pAZBR-mCh mediante PCR
y restriccion se efectud la digestion del mismo con las enzimas Kpnl y Xhol,
posteriormente se clond el promotor del gen iorA, el cual fue amplificado por PCR
con los iniciadores PiorA-R/iorA-AR obteniendo un fragmento de 511 pb, este se
cloné en pGEM-T-Easy, posterior a ello, se digirié con las enzimas Kpnl y Xhol, y
se cloné en pAZBR-mCh y para asi monitorear la expresion del gen. La correcta
construccion de pAZBR-PiorA se comprob6 tanto por PCR como por restriccion.
(Figura 3).
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Figura 3. Esquema de las cepas etiquetadas 4. brasilense pAZBR-mCh y pAZBR-PiorA. Dos regiones homélogas al genoma de Azospirillum
fueron clonadas en el plasmido PJMS para poder llevar a cabo la recombinacion genética, asi como un gen de resistencia a Km y el gen
mCherry para obtener el plismido pAZBR-mCh. El promotor del gen iord fue clonado rio arriba del gen de la proteina fluorescente
construyendo una fusion transcripcional (pAZBR-PiorA). Una vez construidos los plasmidos estos fueron transferidos a la cepa conjugativa
E. coli S17.1 y mediante conjugacién con la cepa silvestre A brasilense Sp7 se obtuvieron las cepas etiquetadas A4.brasilense AZBR-mCh y
AZBR-PiorA.

» Construccién de los plasmidos pT7mCh y pT7PiorA.

La construccién de pT7PiorA y pT7mCh se realiz6 adicionando un terminador
transcripcional (Q) a pAZBR-mCh y pAZBR-PiorA. Se amplificé el promotor de iorA
con los iniciadores T7iorA / PiorA-R2. EIl iniciador T7iorA posee la secuencia
codificante del terminador T7 (BBa_K731721 www.parts igem.org), los sitios de
restriccion Kpnl, Notl y SnaBl). El tamafio del amplificado fue de 580 pb. El
amplicon se clon6 en pGEM- T- Easy y se digiri6é con las enzimas Kpnl y Xhol y se
subcloné en pAZBR-mCh el cual de igual manera se digirié con las enzimas Kpnl/
Xhol, obteniendo asi a pT7PiorA (10.9 kb), que fue corroborado por PCR y
restriccion. Una vez clonado el promotor de iorA se procedi6 a digerir el plasmido
con la enzima SnaBI y religarlo, eliminando con esto el promotor y conservando el

terminador T7, se obtuvo el plasmido control pT7mCh de 10.3 kb (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de la construccion de los pldsmidos pT7mCh y pT7PiorA. Al pldsmido pAZBR-mCh se le clond el promotor del gen iord que fue
amplificado con un iniciador que contenia en su secuencia el terminador T7 para obtener el pldsmido pT7PiorA, este ultimo fue religado para eliminar el
promotor y obtener el plasmido pT7mCh. Una vez construidos los pldsmidos estos fueron transferidos a la cepa conjugativa E. coli S17.1 y mediante

conjugacion con la cepa silvestre 4 brasilense Sp7 se obtuvieron las cepas etiquetadas A.brasilense TTmCh y T7PiorA.

» Conjugacion y andlisis de mutantes

Los pladsmidos recombinantes fueron introducidos por transformacion a células
guimiocompetentes de la cepa E. coli DH5a, analizados por PCR y restricciéon y
posteriormente transferidos en la cepa movilizadora E. coli S17.1 para su posterior
conjugacion con la cepa silvestre de A. brasilense Sp7. La cepa receptora A.
brasilense Sp7 fue crecida en 5 ml de medio LB* a 30°C, con agitacién a 150 rpm,
hasta una DO de 0.3, mientras que la cepa receptora E. coli S17.1 se creciéo en 5
ml de medio LB modificado (LB*) a 37°C sin agitacion. Ambos cultivos fueron
centrifugados a 7000 rpm durante 3 min, resuspendidos y mezclados en 40 pl de
medio LB*, se colocaron 20 ul en una placa del mismo medio. Después de 36 h con
un asa bacteriologica se levantaron los puntos y resuspendieron en 1 ml de medio
minimo K-malato (pH 6.8), posteriormente se realizaron diluciones seriadas de las
gue se tomaron 100 pl para sembrar en cajas de medio K-malato adicionado con

los antibidticos adecuados para cada plasmido. Una vez transcurrido el tiempo las
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colonias obtenidas de Azospirillum fueron analizadas por PCR y por Southern blot
(Anexo 2) para comprobar la presencia de la cepa mutante y por PCR las cepas

etiquetadas.

» Microscopia de fluorescencia de las cepas etiquetadas de A. brasilense

Para llevar a cabo la microscopia de fluorescencia se inocularon las cepas
etiquetadas (A. brasilense AZBR-mCh, AZBR-PiorA, T7PiorA, T7mCh) la cepa
mutante (A. brasilense AiorA) y la cepa silvestre (A. brasilense Sp7) sin antibiotico
en 5 ml de medio minimo K-malato + Km, después de 18 h de cultivo este
preindculo se utilizd para inocular un matraz con 10 ml de medio minimo K-malato,
ajustando la DOggp inicial a 0.01 de cada cepa y cultivandolas durante 36 h para
proceder a tomar las imagenes de fluorescencia. Se tomd una alicuota de 1 ml y
fue resuspendida en 300 pl de medio minimo K-malato y colocada la muestra sobre
un portaobjetos. Las imagenes fueron tomadas en un microscopio de fluorescencia
(Nikon Eclipse TE200U) a 400 ms de exposicion con el objetivo 100 X.

> Curva de crecimiento

Se realiz6 la curva de crecimiento en medio minimo K-malato durante 28 h. De un
precultivo de 18 h de las cepas etiquetadas (A. brasilense T7PiorA, T7mCh), la
cepa mutante (A. brasilense AiorA) y la cepa silvestre (A. brasilense Sp7) se tomd
una alicuota de 200 pl, se inocul6 un matraz que contenia 25 ml de medio minimo
ajustando la DOgqp inicial a 0.01. Los cultivos fueron monitoreados a partir de las 0
h hasta las 28 h tomando alicuotas cada 2 h y midiendo la DOggo. LOS datos fueron

graficados para obtener la curva de crecimiento.
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» Cuantificacion de la produccion de AlA por HPLC

La cantidad de AIA producida por la cepa A. brasilense AiorA y la cepa silvestre A.
brasilense Sp7 se cuantificé por HPLC de acuerdo al protocolo establecido por
Szkop y Bielawski (2013). La preparacion del in6culo se realizé un precultivo de las
cepas en 5 ml de medio minimo K-malato, el cual fue crecido durante 18 h, a 30 °C
con agitacion a 150 rpm. Se tomd una alicuota de 100ul y se inocularon matraces
que contenian 20 ml del mismo medio adicionado con 100 pg/ml de triptéfano
(DOgsoonm 0.01). Se cultivd durante 48 h tomando dos alicuotas de 1 ml a las 14, 24,
36 y 48 h. Una alicuota fue centrifugada a 13000 rpm durante 10 min a 4°C, el
sobrenadante se aspird con una jeringa y se paso por un filtro de 0.22 um (EMD
Millipore, Billerica, MA). La muestra se inyecté al cromatégrafo (HPLC Agilent
1200; Agilent Technologies, Santa Clara, CA) en una columna C-18 de fase
reversa (Beckman Coulter, Brea CA). La fase movil constd de acetonitrilo 40% y
60% de acido acético al 1%, con un tiempo de corrida de 6 min y una tasa de flujo
de 1 ml min™. La deteccién de los compuestos se realiz6 a 280 nm. La segunda
alicuota se utiliz6 para realizar la determinacion de proteinas totales por el
meétodo de Bradford, ajustando asi los datos obtenidos de la produccion de AlA.
El ensayo de HPLC se realiz6 por triplicado para cada muestra. Los datos fueron
analizados con el software estadistico Prism 3.0. Se realiz6 una prueba no

paramétrica de Mann-Whitney con un intervalo de confianza del 95%.

» Cuantificacion de UFC

Para la cuantificacion de las unidades formadoras de colonias (UFC), se parti6 de
un precultivo de 18 h de las cepas etiquetadas (A. brasilense T7PiorA, T7TmCh), la
cepa mutante (A. brasilense AiorA) y la cepa silvestre (A. brasilense Sp7), se tomo
una alicuota de 200 ul para inocular 25 ml de medio minimo, ajustando la DOggg
inicial a 0.01. Se crecieron durante 12 h tomando alicuotas de 1 ml a las 10, 11y
12 h de cultivo. Se realizaron diluciones seriadas (10™ hasta 10®) en 900 pl de
medio minimo ajustando a un volumen final de 1 ml con la muestra. Se inocularon 5

réplicas de 10 ul cada una en placas de medio rojo Congo y se dejaron incubando
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durante 36 h, a 30 °C. Una vez transcurrido el tiempo se realizé el célculo de la
cantidad de bacterias mediante UFC/ml. El ensayo de UFC se realiz6 por triplicado

para cada cepa.

» Ensayo de colonizacion al trigo

Se utilizaron semillas de trigo (Triticum aestivum var. Nana-F2007), las cuales
fueron esterilizadas con hipoclorito de sodio al 1% durante 30 min en agitacion
constante y una mezcla de antibiéticos [Tc (20 pg/ml), estreptomicina (Sm, 250
pg/ml)] y antifungicos (cicloheximida, 150 pg/ml y fluconazol, 150 pg/ml). Las
semillas fueron colocadas en placas de agar-agua al 0.6% y almacenadas a 30°C
durante 48 h para su germinacion, Posteriormente las semillas germinadas fueron
transferidas a tubos de vidrio que contenian 13 ml de solucion hidropdnica
(Solucion madre: 100 mM KH;PO4, 50 mM K;HPO4, 100 mM MgS0O,4.7H,0, 2 mM
Fe-EDTA, 500 mM NH4NO3, microelementos, pH 6.3), por 7 dias e incubados en
una cadmara ambiental a 24 °C, con una humedad de 50% y un fotoperiodo de 16 h

luz/ 8 h oscuridad.

Se realizé un precultivo de las cepas T7PiorA, AiorA'y Sp7 de A. brasilense en 5 ml
de medio minimo K-malato, el cual fue utilizado para ajustar matraces de 25 ml de
medio K-malato a una DOgpo 0.01. Los cultivos fueron crecidos con una agitacion
de 150 rpm durante 12 h a una DOgy de 0.6 (1x10'8 UFC). De estos cultivos se
tomaron alicuotas de 2 ml para inocular las plantulas a los 7 dias de crecimiento.
Se corroboraron las UFC inoculadas en las plantulas mediante el conteo de UFC
en placa. Ocho dias después de la inoculacién, las raices de las plantas se pesaron
en una balanza analitica y se maceraron en un mortero con 900 ul de solucion
reguladora Z, durante un 1 min. Se tomaron 100 pl de la muestra y se realizaron
diluciones de 1x107? hasta 1x10°, de las cuales fueron sembrados 10 pl en placas
de medio rojo Congo e incubadas durante 36 h para obtener las UFC/g de raiz. El
ensayo de colonizacién se realiz6 cuatro veces, utilizando un total de 28 plantas

por cada cepa. Los datos obtenidos de las UFC/g de raiz fueron analizados
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estadisticamente mediante el programa GraphPad Prism 3.0 utilizando ANOVA

como método estadistico.

» Microscopia confocal

Las plantas de trigo var. Nana-F2007 crecidas durante 15 dias en solucién
hidroponica fueron utilizadas para analizar la colonizacion de las cepas T7PiorA,
AiorA 'y Sp7 de A. brasilense mediante microscopia confocal. Se cortaron secciones
de aproximadamente 1 cm de raiz que corresponde a la region de la cofia, la parte
media de la raiz y la parte basal (cercana a la semilla) y se montaron en un
portaobjetos, el cual se sell6 con esmalte para evitar la desecacién de la muestra
(Fig 5). La muestra fue observada en un microscopio confocal Nikon Eclipse Ti con
un laser de Argén a 488 nm, un laser de Helio-Ne6n de 594 nm y un objetivo Plan

Apo A20X para analizar la formacion de agregados bacterianos y el sitio de

colonizacion.

Zona basal

Zona media o de

ramificacion

Zonade )
alargamiento y Portaobjetos
- cofia

Figura 5. Montaje de la muestra para microscopia confocal. Esquema que muestra las 3 zonas
distintas de la raiz de las plantas que fueron cortadas (aproximadamente 1 cm) y colocadas en un
portaobjetos para poder ser analizadas al microscopio y observar la colonizacién de las cepas de A.
brasilense.
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RESULTADOS

» Analisis bioinformatico del gen iorA

El andlisis de la participacion del gen iorA en la produccion de AIA y la colonizacion
al trigo se realiz6 con la construccion de una mutante por eliminacion de un
segmento de 3299 pb. El gen iorA (AMK58 05340) se encuentra codificado en la
cadena complementaria, en el cromosoma de A. brasilense Sp7. Tiene un tamafio
de 3504 pb y codifica para una proteina de 1167 aminoacidos. Rio arriba de iorA se
localiza el gen que codifica para un regulador de respuesta de 1008 pb y rio abajo

un gen de una probable proteina de 927 pb (Fig. 7).

Para analizar la regiébn promotora del gen iorA, se disefiaron iniciadores (PiorA-
F/iorA-AR) en base a la secuencia liberada de A. brasilense que amplificaran el
promotor del gen en la cepa Sp7 (Figura 6). El amplicon de la cepa Sp7
correspondié a un tamafio menor (74 pb) al de la cepa Sp245 por lo que fue
secuenciado. El promotor de Sp7 presenté dos deleciones con respecto a la cepa

Sp245, lo que hace que su tamafio sea 511 pb (Figura 6).

Al contar con la secuencia del promotor de la cepa A. brasilense Sp7 se pudieron
localizar con la ayuda de los programas BPROM y Footprinting las cajas -10 y -35
lo que sugirié que el factor Sigma 70podria estar regulando la transcripcion del gen
(Figura 6).

Se ha descrito en plantas la existencia de una secuencia conservada conocida
como elemento de respuesta a auxinas (AuxRE), la cual es reconocida por factores
transcripcionales para asi regular la transcripcion de los genes (Ulmasov et
al.,1995). Se ha descrito la presencia de este elemento en el gen ipdC el cual esta
involucrado en la produccion de AlA. La secuencia TGTCTC caracteristica de este
motivo, se localizé también en el promotor de iorA, ubicado a 202 pb del codén de

inicio (Fig. 6).
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PiorA-F
A. brasilense Sp245 CTGCGCTGGACCAT CAGCATCGGCGGCGGGGCCGACTCC TCCGCCGCC CTGCGGGTGATGATC GTCGC CCTGCGCGCCATGGTGC
A. brasilense Sp7 CTGCGCTGGACCAT CAGCA TCGGCGGCGGGGCGGACTCC TCCGCGGCC CTGCGGGTGATGATC GGCGC CCTGCGCGCCATGGTGC
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A. brasilense Sp245 GCAGCCTCAGCCTGCGCGACGGCAACGGCCCCAGCCTGTGGCCGGACGGCACCTTCGGCGCTCCGGATCACGGGAGCGAAGCGGG
A. brasilense Sp7 GCAGCCTCAGCCTGCGCGACGGCARCGGACCCACCCTGTGGCCGGACGAGGCCTT CGGGACGCCGGATCACGGGGGCGAGGCGGG
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1
A. brasilense Sp245 TCATTCCGCCGGTCATTCTCCTGATCATTCTCCCCTGCCGCCCGCCTGAAGACTT CCCATATCGGGTAAGGAGCCCCCACCCTAA
A. brasilense Sp7 TCAAT-————————————————————-——— CTTCCCTGCCGCCGGTCTGAAGACTACCCATATCCAATAAGTGGCCCCCACCCTAA
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A. brasilense Sp245 CCCTCCCCCGCTAACGCAGGGGAGGGTACGGACGCCGTTT CGCAGAAGGCACCCT CCCCTGCGCAGCGGGGGAGGGCCGGGGTGG
A. brasilense Sp7 CCCTCCCCCGCTAACGCAGG- == === == === mmmm m e e e e m - GGAGGGCCGGGGTGG
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A. brasilense Sp245 GGGCAAGGGTGACGCACTCATGGACGCGAGCGGGAATGTCCCGCCGAAGGGCGAT TCCCGCCCGTCCGTTTCACAGCGCTGCGAG
A. brasilense Sp7 GGGTAAGGTTTCGGCACCAAT GGATGCGAGCGGGAATGTCCCGCAGAAGGGCGAT TCCCGCCCGTCCGTTTCACAGCGCTGCGAG
Kk okk KKk kK K Kk Kk K Kk hkhkk Khkhkkhkhkkhkhhhhh hkhAhkhk AhkhAkkx FhhhkhhhhdhhhhdhhkAhA Ak Ak hkkkhhhhhkd hkhhkh ok kxhx
A. brasilense Sp245 CGCCGGACCGTTCCTTGCTTTTTGCAGGAGGAGGCCCGGCGCCGG TTGCCGAATAAGACAGCCTTCGTTACCTTTT TGCTTGTCG
A. brasilense Sp7 CGCCGGACCATTCCTTGCTTTTTGCAGGAGGAGGCCCGGCGCCGG TTGCCGAATAAGACAGCCTTCGTTACCTTTT TGCTTGTCG
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A. brasilense Sp245 AACAAACACAAGAAGCGGCGCGGCGAACGCGCCCCGAACAGCGCT TTTCAGGGCGCCACAAAGGGGATGGAACAATG...
A. brasilense Sp7 AACAAACACAAGAAGCGGCGCGGCGAACGCGCCCCGAACAGCGCT TTTCAGGGCGCCACAAAGGGGATGGAACAATG...
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Figura 6. Andlisis de la secuencia del probable promotor del gen iorA de A. brasilense Sp7 y Sp245.
1 y 2) deleciones encontradas en el promotor de la cepa Sp7. 1) secuencia repetida. 3) Elemento
AuxRE, 4) caja -35 y 5) caja -10. Las flechas indican los iniciadores con los cuales fue amplificado el
promotor de las cepas.

El analisis BLASTN del gen iorA de la cepa Sp7 indicé identidad del 99% con la
cepa Az39 y 98% con Sp245 de A. brasilense; mientras que con las cepas A.
lipoferum B510 y 4B es de 86%. Respecto a la proteina, lorA de la cepa Sp7 tiene
una similitud del 99% con A. brasilense Sp245 y Az39, mientras que con A.
lipoferum 86%. La proteina lorA (subunidad a) de Bradyrhizobium japonicum

presenta similitud de 44% con Sp7 de A. brasilense (Fig. 7).
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A.brasilense Sp7 100%

1008pb 315pb 3504pb 34pbN 927pb
A.brasilense Az39 99%
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A.brasilense Sp245 98%
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A. lipoferum B510 86%

923pb 263pb 3519pb 83pb  387pb

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110 44%

|

1072pb 55pb 3600pb 31pb 966pb

Figura 7. Diagrama del contexto genético del gen iorA en diversas especies, géneros y cepas. PH=
Proteina Hipotética, RR= Regulador de Respuesta. Las flechas indican el sentido de la transcripcién
de los genes.

La proteina presenta en su estructura un dominio de union al cofactor tiamina
difosfato (TPP) similar a IPDC de los aminoacidos 426 a 606 el cual le permite a la
proteina tener actividad y un dominio caracteristico de la familia de las piruvato
oxidoreductasas (PorG) que se extiende del nucleétido 1278 al 1812. Ademas, en
su estructura se pueden encontrar una subunidad a del nucleétido 55 al 2034 y una
subunidad B del nucledtido 2157 al 2778 (Figura 8).

Opb 3504pb

§

10007 20001 30000

| TorA |

| Subunidad alfa | | Subunidad beta |

] [ Po6 ]

Dominio de union a TPP

Figura 8. Andlisis de los dominios de la proteina lorA. Se pueden observar los dominios que
presenta la proteina lorA de A. brasilense Sp7. El andlisis se realiz6 en el programa BLASTp y
SnapGene Viewer.
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» Obtencién de la mutante AiorA de Azospirillum brasilense

La mutante AiorA se obtuvo mediante la construccion del plasmido pAiorA clonando
el gen de la proteina roja fluorescente mCherry en el plasmido pJMS-Km. Para
corroborar la insercion del gen se realizé una PCR con los iniciadores mCherryF y
KmR obteniendo un amplificado de 1.5 kb (Figura 9b). Una vez comprobada la
insercion del gen de la proteina fluorescente se procedio a insertar los fragmentos
5y 3’ que flanquean al gen iorA (Figura 9a). Los fragmentos fueron clonados en el
plasmido pJMS-mChKm que se verificé por PCR de ambos fragmentos con los
iniciadores iorA-AFSp7/iorA-AR (fragmento 5’) e iorA-BF/iorA-BR (fragmento 3’)
(Figura 9c¢). Ademas, se realizaron restricciones al plasmido con las enzimas EcoRI
(4481 pb, 7830 pb), Sall (4159 pb, 8152 pb) y Hindlll (5297 pb, 7014 pb)

obteniendo los amplificados esperados (Figura 9d).

a)
: Fragmento 5 Fragmento 3
A. brasilense Sp7 1061 pb | 126gb |
T o
b) c) d)
1 2 3 9 10 11 12
100000 ub
6000pb 4 4 5 6 7 8 6ooomg—- e
e B 5000nh “ 5297 pb
v+ R 4000pb  4481pb 4150pb
3000pb b 6000pb 3000p
.. 3000pb . |
1500pb
0
1000pb #4 1500pb 2
1000pb Lo WW o
i 1061 pb 1000ph;

Figura 9. Construccion del plasmido pJMS-mChKm. 9a) imagen que muestra los fragmentos
5%y 3" clonados en el plasmido pJMS-mChKm. 9b) amplicon de mCherry-Km de 1500 pb
(Carriles: 1 y 2). 9¢). Amplicén del fragmento 5’ (carriles 5 y 6), amplicén del fragmento 3’
(carriles 7 y 8). 9d) Restricciones del plasmido pAiorA con las enzimas EcoRI (carril 10) Sall
(carril 11) y Hindlll (carril 12).
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El vector transformado en E. coli S17.1 se conjugd con A. brasilense Sp7. La
mutante se corroboré por PCR (Figura 10b) e hibridacion utilizando una sonda para
km y otra de un fragmento del gen iorA, pudiendo verificar la obtencion de la
mutante (ver anexo 2). Se realizdé microscopia de fluorescencia a la cepa mutante

para verificar la expresiéon de mCherry (Fig. 10c)

A. brasilense Sp7

| 4946pb |

)8 2 e

a)

A. brasilense AiorA P-lrn. A-F 3883pb iorA-lBR
EETERS | e ST
| I

PiorA-F  1206PD o cherySma IR Km-F7 ~ 1494pb iorA-BR

b) 1 2 3 45 6 7 89

- e 1494pb
1206pb

Figura 10. Obtencién de la mutante A. brasilense AiorA. 10a) Mapa fisico que muestra el
contexto genético de A. brasilense Sp7 y la mutante (AiorA) . 10b) Electroforetograma de
los amplificados correspondientes de la mutante AiorA. Amplicén de 3883pb obtenido con
los iniciadores PiorA-F/iorA-BR de E.coli S17.1 (pAiorA) control positivo (carril 1) y de la
mutante AiorA (carril 2). Amplicédn obtenido con los iniciadores PiorA-F/mCherry-SmalR de
la construccion en E.coli S17.1 como control positivo (carril 5) y de la mutante AiorA (carril
6). Amplicén obtenido con los iniciadores Km-F7/iorA-BR de E.coli S17.1 (pAiorA) control
positivo (carril 8) y de la mutante AiorA (carril 9). Carril 3 MPM. 10c) Microscopia de
fluorescencia que muestra la expresion de la proteina mCherry en la cepa mutante A.
brasilense AiorA.
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» Curva de crecimiento de las cepas de A.brasilense

Se realiz6 una curva de crecimiento monitoreando durante 26 h el crecimiento de
las cepas. No se encontraron diferencias en el crecimiento de las cepas debido a la
mutacion en el gen iorA o a la insercion cromosomica de la fusion transcripcional

del promotor del gen iorA 'y el gen mCherry (Figura 11).
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Figura 11. Curva de crecimiento de las cepas de Azospirillum. Los resultados mostrados
son el promedio de tres ensayos independientes.

» Cuantificacion de la produccion de AIA en la cepa mutante AiorA y la cepa

silvestre A. brasilense Sp7.

Se procedio a evaluar la produccion de AIA en la cepa silvestre y la mutante
isogénica. El ensayo mostr0 que la cepa mutante AiorA presenté una menor

produccion de AlA, la cual se determiné en un 20% debajo de la cepa silvestre a
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las 24 h. Sin embargo, a las 48 h la diferencia en la produccion de AIA es menor
(Figura 12) siendo de un 7.4%. Los datos obtenidos fueron estadisticamente

significativos, obteniendo una p<0.05.

Produccién de AlA
407 e =
8 = :
2 30- e . Q
@ e i
£ . e § C==1 A brasilense Sp7
:‘E- 20- . § =S A brasilense AiorA
s \
2 10- % §
las
14 24 36 48
Tiempo (h)
Cantidad de AIA producida en pg AIA/ml/mg de proteina
Tiempo A. brasilense Sp7 A. Dbrasilense AiorA
14 h 2.16 0.81
24 h 29.71 21.83
36h 35.89 28.88
48 h 37.1 34.41

Figura 12. Determinacion de la produccion de AlA. Las cepas fueron crecidas en medio
minimo K-malato suplementado con 100 pg/ml de triptéfano y analizadas a 14, 24, 36 y 48 h.
Los resultados mostrados son el promedio de 3 ensayos independientes. Los asteriscos
representan diferencias significativas (P < 0.05).

» Obtencién de las cepas etiquetadas AZBR-PiorA y AZBR-mCh de A. brasilense

Para poder obtener las cepas etiquetadas se construyeron los plasmidos pAZBR-
PiorA y pAZBR-mCh. En el vector pJMS se insertaron dos genes (AZOBR_40048 y
AZOBR_40049), a partir del genoma de A. brasilense Sp245. Dichos genes fueron

seleccionados debido a que presentaban una secuencia intergénica de 8pb y se
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encontraban transcritos de manera opuesta, lo que indicaba no tener un promotor
el cual pudiera afectarse durante la insercion del gen reportero, ademas ambos
genes tienen una longitud similar, la cual es suficiente para poder llevar a cabo la
recombinacién en Azospirillum, de igual manera estos genes se encontraban
altamente conservados entre las dos cepas lo que permitiria poder llevar a cabo la
recombinacién. En la regién intergénica de los genes se insertd el gen de la
proteina roja fluorescente mCherry y el gen de resistencia a Km para obtener el
plasmido pAZBR-mCh como control negativo de la expresion del gen iorA. Una vez
verificada la construccion se conjugd con la cepa silvestre A. brasilense Sp7 para
obtener AZBR-mCherry (Figura 13). En pAZBR-mCh se insert6 rio arriba del gen
de la mCherry un fragmento de 511 pb que corresponde al promotor del gen iorA,
para asi obtener la construccion pAZBR-PiorA. Este pladsmido recombinante sirvié
para obtener la cepa AZBR-PiorA, por conjugacion como se describié en material y
métodos. La region intergénica (8 pb) es flanqueada por los genes AZOBR_0048 y
AZOBR_0049, que codifican para una proteina de membrana y una
metiltransferasa respectivamente. Esta regidon esta conservada en los genomas de
Azospirillum, de longitud ad hoc para la recombinacion, la direccion de la
transcripcion es opuesta, esto garantiza no generar efecto polar, tampoco se

localiz6 un promotor en dicha regién intergénica.
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Figura 13. Analisis de las cepas etiquetadas A. brasilense AZBR-PiorA y AZBR-mCh 13a) Mapa fisico de
AZBR-PiorA y AZBR-mCh. 13b) Electroforesis en gel de agarosa donde se observan los amplificados
correspondientes a la cepa Sp7 (carril 2) y AZBR-PiorA (carril 3). 13c) Electroforesis en gel de agarosa
donde se observan los amplificados correspondientes a la cepa Sp7 (carril 5) y AZBR-mCh (carril 6)
Carriles 1y 4 MPM.

» Microscopia de fluorescencia de las cepas A. brasilense AZBR-PiorA y AZBR-
mCh

Las cepas etiquetadas con la proteina mCherry (A. brasilense AZBR-PiorA y AZBR-
mCh) se analizaron mediante microscopia confocal (Fig. 14). Ambas cepas
mostraron ser fluorescentes, sugerente de que el promotor del gen AZOBR_40048
dirige la transcripcion de mCherry. Por tanto, se requirio el disefio de un terminador

de la transcripcion localizado al final del gen AZOBR_0048. Mediante el programa
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DOOR? se determiné la ausencia de un terminador, por lo cual se procedié a clonar
una secuencia terminadora entre el gen AZOBR_0048 y el gen codificante de la

proteina mCherry.

A.brasilense AZBR-PiorA A.brasilense AZBR-mCh

Figura 14. Microscopia de fluorescencia de las cepas etiquetadas A. brasilense AZBR
PiorA y AZBR-mCh. Las células fueron crecidas en medio K-malato durante 30 h. Las
imagenes fueron tomadas en un microscopio Nikon Eclipse TE200U con un zoom
Optico de 100X y 200ms de exposicion. Se observa la fluorescencia de las células
incluso en la cepa que no contiene promotor (AZBR-mCh).

» Obtencién de las cepas etiquetadas T7PiorA'y T7mCh de A. brasilense.

Se procedi6 a clonar el terminador T7 para monitorear la expresion del gen iorA
mediante la expresidon de mCherry. Para lo cual se incluyé la secuencia del
terminador T7 (QT7) en el disefio del iniciador delantero del promotor del gen iorA
(Fig.4). Se obtuvieron los pladsmidos pT7PiorA y pT7mCh los cuales fueron
conjugados para obtener las cepas T7PiorA y T7/mCh de A. brasilense (Fig. 15a,
15by 15c¢).

S —
Papel de la indol piruvato ferredoxina oxidorreductasa de Azospirillum brasilense en la

produccion de dcido indol-3-acético y la colonizacién al trigo pdgina 48



CMP-PstIF MTF-NcolR

——
[ AZBR0048>4, T7 H PiorA AZBR0049
1

1
e |

a)

A.brasilense T7PiorA

4.5Kb :
CMP-PstiF MTF-NcolR
[AZBR0048 > T7 | AZBR0049
A.brasilense TTmCh LA A A \
' 4Kb !
b) c) 8
1 2 3 4
6000pb
5000pb : & 3
4000pb 45kb ¥ in ) .
3000pb s &
- .
2000pb A : -
4000pb - ﬂ) “
g 4.0kb
.
1000pb
o5

1500pb - © 1772 pb
1000pb

Figura 15. Obtencién de las cepas etiquetadas A. brasilense T7PiorA y T7mCh. 15a) contexto
genético de las cepas etiquetadas. 15b) PCR con los iniciadores CMP-Pstl-F y MTF-NColR para
la comprobacion de la cepa etiqguetada AZBR-PiorA. MPM (carril 1), Ctrl negativo (carril 2), E.coli
S17.1 pT7PiorA (carril 3), A.brasilense T7PiorA (carril 4). 15¢) PCR con los iniciadores CMP-
Pstl-F y MTF-NCoIR para la comprobacion de la cepa etiguetada AZBR-mCh. MPM (carril 5),
A.brasilense Sp7 (carril 6), E.coli S17.1 pT7mCh (carril 7), A. brasilense T7mCh (carril 8).

Se realiz6 la curva de crecimiento de las cepas etiquetadas. No se encontraron
diferencias en el crecimiento comparada con la cepa silvestre A. brasilense Sp7
(Fig. 11).

» Microscopia de fluorescencia de las cepas de A. brasilense AZBR-mCh,
AZBR-PiorA, T7PiorAy T7mCh.

Las imagenes de fluorescencia se tomaron a 16, 24 y 30 h para analizar la

expresion del gen reportero mCherry. La cepa Sp7 se usG como control

negativo pues no presenta fluorescencia (Fig. 16a). Las cepas etiquetadas

AZBR-mCh y AZBR-PiorA expresan el gen mCherry desde las 24 h de
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crecimiento (Fig. 16b y 16d). La cepa AZBR-mCh presento6 fluorescencia, por lo
cual no se consideré un control negativo adecuado para analizar la expresion
del gen iorA. De aqui que se integro el terminador a las cepas T7PiorA y
T7mCh. Se observdé que la cepa T7/mCh no expresa el gen mCherry,
considerando el control negativo ad hoc para evaluar la expresion de iorA en
asociacion con la planta (Fig. 16c y 16e). Con respecto a la cepa mutante AiorA
la expresion del gen reportero fue mayor comparada con la de las cepas
etiquetadas, ya que a las 24 y 30h hay mayor intensidad de fluorescencia (Fig.
16f).

a)

LUZ TRANSMITIDA MCHERRY SUPERPOSICION

A.brasilense Sp7

16 h

24 h

30h

Papel de la indol piruvato ferredoxina oxidorreductasa de Azospirillum brasilense en la

produccion de dcido indol-3-acético y la colonizacién al trigo pdgina 50



b)

LUZ TRANSMITIDA MCHERRY SUPERPOSICION

A.brasilense AZBR-mCh

16 h

24 h

30 h
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c) LUZ TRANSMITIDA MCHERRY SUPERPOSICION

A.brasilense TTmCh
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) LUZ TRANSMITIDA MCHERRY SUPERPOSICION

A.brasilense AZBR-PiorA
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e)

LUZ TRANSMITIDA MCHERRY SUPERPOSICION

A.brasilense T7PiorA
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) LUZ TRANSMITIDA MCHERRY SUPERPOSICION

A.brasilense AiorA

Figura 16. Microscopia de fluorescencia de las cepas de A.brasilense. Las imagenes fueron tomadas
a 200ms de exposicion a las 12, 24 y 30h de crecimiento en medio minimo K-malato. a) Cepa A.
brasilense Sp7. b) Cepa A. brasilense AZBR-mCh. c) Cepa A. brasilense T7mCh. d) Cepa A.
brasilense AZBR-PiorA. e) Cepa A. brasilense T7PiorA. f) Cepa A. brasilense AiorA. La cepa control
AZBR-mCh presenta fluorescencia (16b) mientras que la cepa que ya contiene el terminador (T7mCh)
ya no tiene fluorescencia (16c). La cepa mutante AiorA (16f) presenta una mayor fluorescencia
comparada con las cepas T7PiorA (16e) v AZBR-PiorA (16d).

» Conteo de UFC’s en placa

Se realizé el ensayo de UFC de las cepas AiorA, T7mCh y T7PiorA para determinar
el in6culo a una determinada DOgoonm Y tiempo, para inocular 1x10 ~ UFC en el
ensayo de colonizacién al trigo, obteniendo que a las 12 h de crecimiento en medio
minimo K-malato con una DOgwonm de 0.6 se obtuvieron 1x10® UFC/ml (Fig.17).

Papel de la indol piruvato ferredoxina oxidorreductasa de Azospirillum brasilense en la

produccion de dcido indol-3-acético y la colonizacién al trigo pdgina 55



Utilizando la férmula C,V1=C,V; se calculé el volumen de in6culo (2 ml para 20 ml

de medio minimo K-Malato) necesario para el ensayo de colonizacion.

Figura 17. Conteo de UFC. Las UFC fueron realizadas en placas de medio rojo Congo, los
cultivos fueron crecido en medio minimo K-Malato durante 12h hasta una D.Ogg de 0.6,
se realizaron diluciones de 10™ hasta 10® encontrando que en una dilucién de 10° se
obtienen 10® UFC/ml.

» Ensayo de colonizacion al trigo

El conteo de UFC en placa de la colonizacion de la cepa Sp7 arrojé un resultado de
2.45x10° UFC/g de raiz mientras que, para la cepa mutante AiorA de 2.13x10°
UFC/g de raiz y para la cepa T7PiorA de 2.76x10° UFC/g de raiz. El andlisis
estadistico mostré que no existen diferencias significativas en la colonizaciéon de las
cepas de A.brasilense presentando una p>0.05, por lo que la mutacion del gen iorA

no tiene un efecto en la colonizacion de la bacteria a la planta (Figura 18).
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Ensayo de colonizacion al trigo
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Figura 18. Ensayo de colonizacion al trigo. El analisis estadistico (ANOVA) mostré que no
existe una diferencia significativa en la colonizacion al trigo entre las cepas silvestres y
mutante (p>0.05).

Mediante microscopia confocal se analizo el sitio de colonizacion de las cepas, las
microfotografias permiten estimar que se presenta mejor colonizaciéon en la zona
basal cercana a la semilla (Figura 19a y 19b), mientras que en las zonas media y
de la cofia (Anexo 3) se estima menor colonizacion. Asi mismo se observo que el
gen iorA se expresa en la bacteria durante la asociacién con la planta encontrando
fluorescencia del gen reportero mCherry en la cepa etiqguetada T7PiorA (Figura

19a).
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A. brasilense AiorA

Superposicion FITC

Mcherr Luz transmitida

Figura 19. Microscopia confocal de las cepas de A. brasilense. Imagen tomada con un
objetivo 20X de la zona basal de la raiz (cercana a la semilla) donde se observan
pequefios agregados bacterianos que se encuentran adheridos a los pelos y la raiz
principal. A) Colonizacion de la cepa T7PiorA, B) Colonizacién de la cepa AiorA.
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DISCUSION

En este estudio se analizo6 la participacion del gen iorA de A. brasilense Sp7 en la
produccion de AIA y la colonizacion al trigo. Se encontrd que el gen es funcional,
siendo responsable de la sintesis de AIA hasta de un 20% en fase estacionaria
temprana (Fig. 12) sin embargo no se obtuvo un efecto del 100% de disminucion
debido a que existen otras vias que estan participando para sintetizar esta
fitohormona, tal como sucede con la mutante en el gen ipdC de las cepas A.
brasilense Sp7 (Carrefio-Lopez et al., 2000), A. brasilense Sp245 (Vande Broek et
al., 1999) y A. brasilense SM (Malhotra y Srivastava ,2008). Se sabe que el gen
ipdC se expresa en fase estacionaria y es el gen principal de la via de IPyA por la
cual se sintetiza el AIA en la cepa A. brasilense (Vande Broek et al.,1999; Spaepen
et al.,2007), por lo que a partir de las 36 h la contribucidn del gen iorA en la sintesis
de AIA es menor, siendo Unicamente del 7% (Fig. 12), ya que la biosintesis de la
fitohormona se estaria llevando a cabo por la via IPyA en donde el sustrato, el
acido indol piravico se estaria descarboxilando mediante la enzima IPDC. De igual
manera el AIA es excretado y acumulado al exterior de la bacteria (Crozier et al.,
1988) por lo que la produccién que se observa mediante HPLC en el sobrenadante
no disminuye considerablemente. Seria interesante la construccion de una doble
mutante ipdC-iorA para evaluar si es posible obtener un efecto aditivo en la

disminucién de la produccién de AlA.

Cabe resaltar que el gen iorA analizado en este trabajo es el Unico gen de una indol
piruvato ferredoxina oxidorreductasa que se ha estudiado en una bacteria PGPR, al
gue se le ha atribuido una funcién en la produccion de AlA, ya que hasta ahora sélo
existian estudios de actividad enzimatica en bacterias termofilas como Pyrococcus

furiosus y Thermotoga maritima (Mai y Adams, 1994; Biamey y Adams, 1994).

Por otro lado, para poder llevar a cabo la mutacion de iorA, se utilizd un plasmido
suicida mediante el cual se logré obtener una fusion transcripcional cromosomica
(Fig. 2), que permitié evaluar de manera fidedigna la expresion del gen reportero
mCherry, ya que no se tuvo el efecto de dosis génica tal como sucede con

plasmidos de mas de una copia. La fluorescencia de mCherry en la cepa mutante
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(Fig. 16f) fue mayor comparada con la cepa etiquetada T7PiorA (Fig. 16e), esto
podria deberse a que el promotor de iorA se encuentra en el locus nativo
comparada con la cepa etiquetada que se encuentra en un locus diferente, que al
estar en su sitio original estén presentes todas las secuencias de unién a factores
transcripcionales que permitan su expresion. Ademas, mediante bioinformatica no
se encontré un terminador transcripcional rio arriba del promotor de iorA por lo que
el promotor del gen del regulador de respuesta que se encuentra rio arriba de iorA
pudiera tener una influencia en su expresion comparada con la cepa etiquetada a la

que se le insert6 un terminador T7.

Como se muestra en la figura 16 la expresion del gen reportero mCherry se
observé a partir de las 24 h de crecimiento durante la fase estacionaria, no
observando expresion del gen durante la fase logaritmica, lo que indica que el gen
iorA es un gen de fase estacionaria, por lo que podria ser dependiente de la
densidad celular, similar a lo reportado por Vande Broek et al., en 1999 para el gen
ipdC de A. brasilense Sp245 en donde una sefal recibida en esta fase de
crecimiento, ya sea la deteccion de un compuesto producido durante esta fase, el
cambio en pH del medio o la induccién de un factor sigma S. Carrefio-Lopez et al.,
en 2000 concluyeron que la maxima produccién de AlA en A. brasilense Sp7 se da
durante la fase estacionaria, tal como se observo en este trabajo para el gen iorA,
por lo que se estaria expresando en mayor cantidad durante esta fase en que es
requerido para la produccion de la fitohormona similar a lo que ocurre con ipdC. Asi
mismo la expresion de iorA en fase estacionaria se deberia a que el AIA acumulado
durante esta fase de crecimiento se encuentre aumentando su expresion al unirse
a un factor transcripcional que a su vez se una al promotor de iorA. Van Puyvelde
et al., en 2011 mostraron al realizar el transcriptoma de A. brasilense Sp245 que el
gen de una indol piruvato oxidorreductasa en presencia de AIA se sobreexpresa
hasta 16 veces mas. En ipdC un sitio AuxRE juega un papel en la transcripcion del
gen en presencia de AlA, se propone que un regulador transcripcional se une al
sitio promoviendo su transcripcion mediante un mecanismo de retroalimentacion

positiva (Vande-Broek et al., 2005) en este trabajo se identific6 un probable sitio
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AuxRE en el promotor de iorA gue estaria regulando su transcripcién en presencia

de esta molécula durante la fase estacionaria.

Mediante microscopia confocal se observd que iorA se expresa en asociacion con
la planta por medio de la visualizacion de la fluorescencia del gen reportero
mCherry en los pelos radiculares y la raiz principal que estdn en la zona mas
cercana a la semilla. La zona media y la zona de la cofia presentaron muy pocos
agregados bacterianos, sin embargo, se encuentran presentes (Anexo 2), lo que
concuerda con lo reportado por Shelud’Ko et al., en 2010; Bashan y Levanony
1989 para la cepa A. brasilense Cd y Ramos et al., en 2002 en la cepa Sp7 en
donde mencionan que A. brasilense coloniza principalmente la zona de los pelos
radiculares y la raiz principal de plantas de trigo (Triticum aestivum), formando

microcolonias al adherirse a la superficie radicular.

Mediante el conteo de UFC se encontré que, a pesar de que iorA se expresa en
asociacion con la planta de trigo, no tiene un efecto en la colonizacion, ya que la
cepa mutante AiorA no presenta una diferencia significativa comparada con la cepa
silvestre (Fig.18), contrario a lo reportado en cianobacterias del género Nostoc
(Hussain et al., en 2015) en Pantoea agglomerans (Manulis et al., 1998), en Ps.
fluorescens HP72 (Suzuki et al., 2003) y en A. brasilense SM (Kochar y Srivastava,
2012), en donde el AlA producido es requerido para llevar a cabo una colonizacién
eficiente y la actividad promotora de crecimiento en las plantas. Se ha descrito que
el AIA no es el anico mecanismo involucrado en la colonizacién de la bacteria,
existen otros mecanismos como la produccion de exopolisacéaridos o la fijacién de
nitrégeno (Pereg-Gerk et al., 1998; Steenhoudt y Vanderleyden, 2000) que podrian
estar participando en el proceso de colonizacion de la bacteria a la planta. Sin
embargo aunque este gen no tenga un efecto en la colonizacion, podria tener un
papel en el metabolismo de la bacteria por lo que estaria expresandose en
asociacién con la planta, una hipoétesis seria su participacion en el metabolismo de
los aminoacidos aromaticos de la bacteria para obtener energia, similar a lo que
reporta Mai y Adams en 1994 en Pyrococcus furiosus donde una indol piruvato

oxidorreductasa utiliza el indol piruvato como sustrato para metabolizarlo y
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convertirlo mediante un proceso de descarboxilacion a su analogo derivado de Aril-

Acetil CoA vy producir energia para la bacteria.

La utilizacién de la cepa etiqguetada T7PiorA en el ensayo de colonizacién mostro
que a pesar de haber insertado una fusion transcripcional y un terminador al fondo
genético de la bacteria no hubo un efecto en la colonizacién de Azospirillum a la
planta debido a la manipulacién genética de la cepa, incluso el crecimiento de la
cepa no se afectd, por lo que se emple6 como cepa control, lo que permitid la
visualizacion del sitio de colonizacion mediante microscopia confocal, esto es
similar a lo reportado por Wang et al., en 2014 en donde la adicion de un
terminador y una fusion transcripcional con el reportero fluorescente GFP para
evaluar la colonizacién de Enterobacter cloacae GW-3 a la planta de platano no
tiene un efecto en la colonizacion, no encontrando diferencias entre la cepa

etiquetada y la cepa silvestre.
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CONCLUSION

En este trabajo se analizé la participacion del gen iorA en la produccion de AlA
encontrando que es funcional, siendo responsable de un 20% de la producciéon de
durante la fase estacionaria temprana mientras que en fase estacionaria tardia sélo

es responsable de un 7%.

El gen iorA no tiene un papel en la colonizacion de la bacteria al trigo,no obstante,
el gen iorA se expresa en la bacteria durante el proceso de asociacion con la planta
de trigo observando fluorescencia mediante una fusién transcripcional con el gen

reportero mCherry.

Por ultimo, la construccion de los plasmidos para la obtencion de la mutante y las
cepas etiquetadas son funcionales como herramientas para el etiguetado y
monitoreo de cepas en ensayos de colonizacién, ya que con una sola copia es

posible visualizar la fluorescencia.
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PERSPECTIVAS

e Debido a que se observo que la mutacion del gen iorA contribuye en la
produccion de AIA es indispensable realizar la complementacion de la
mutante AiorA para corroborar la participacion del gen en la produccion de

esta fitohormona.

e Como se ha descrito el gen iorA se sobreexpresa en presencia de AlA en A.
brasilense Sp245 por lo que se sugiere realizar ensayos en vida libre
adicionando diferentes concentraciones de AIA al cultivo para analizar la
expresion del gen reportero y analizar si esta molécula participa en la

expresion del gen iorA en A. brasilense T7PiorA.

e En este trabajo se observé que el gen iorA se expresa en asociacion con la
planta por lo que seria interesante realizar ensayos de expresion en planta
con las cepas etiquetadas T7PiorA y la cepa control T7mCh para analizar en
gué momento de la asociacion de la bacteria con la planta el gen iorA

comienza a expresarse.
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ANEXO 1. Mapa fisico del plasmido pJMS-Km

Mapa fisico del plasmido pJMS-Km que muestra los sitios Unicos de restriccion
pertenecientes a las enzimas que flanquean el gen de resistencia a Km. El
plasmido fue usado para la construccion del vector pAiorA.
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ANEXO 2. Southern blot de la cepa mutante A. brasilense AiorA
La cepa mutante A. brasilense AiorA fue corroborada por Southern blot utilizando
como sonda el gen de km y un fragmento del gen iorA. Las enzimas utilizadas para
este ensayo fueron Kpnl y BamHI.Los fragmentos esperados se muestran en la

tabla.
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ANEXO 3. Microscopia confocal de las cepa mutante AiorA de A. brasilense.

Imagen de microscopia confocal de la cepa mutante AiorA tomada a 10X en la
zona de la cofia, donde se observa la colonizacion de la bacteria en la raiz de la
planta de trigo.
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