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1.Resumen.

En la busqueda de resolver los problemas que se le han prestado a la produccion
agricola, donde se ha creado una dependencia al uso de insumos quimicos, se ha
optado por la alternativa de desarrollar practicas agricolas sostenibles, basadas en
practicas conservacionistas dentro de un marco de sostenibilidad ambiental. En este
sentido, el uso de inoculantes microbianos juega un papel clave, ya que estos
infuyen de forma positiva en el crecimiento de las plantas. Entre los
microorganismos que confieren este beneficio encontramos al grupo de bacterias,
intimamente ligadas a la rizosfera, que se les conoce como Bacterias Promotoras
del Crecimiento Vegetal (PGPR’s Plant Growth Promoting Rhizobacteria, acronimo
del inglés). Las bacterias pertenecientes al género Azospirillum son unas de las
PGPR’s mas estudiadas y comercializadas por tener una notable capacidad
benéfica en las plantas. Los principales beneficios que Azospirillum confiere a la
planta se atribuyen a su capacidad de fijar nitrégeno y de sintetizar fitohormonas,
principalmente el &cido indol-3-acético (AlA).

La colonizacion es de gran importancia para Azospirillum, ya que sera un proceso
necesario para que se pueda generar el efecto benéfico. A fin de que se lleve a cabo
una buena colonizacion de la superficie de la raiz de la planta, la bacteria dependera
de la formacion de biopelicula. Este trabajo es parte de una investigacion de la
compleja red de reguladores transcripcionales en Azospirillum, donde se evalla al
factor transcripcional TyrR de A. brasilense Sp 7, el cual tiene un papel importante
en la regulacion de genes esenciales en la biosintesis, transporte y degradacion de
aminoécidos aromaticos. Empleando una cepa carente de dicha proteina vy
mediante analisis de distintos fenotipos, como son el crecimiento con diferentes
fuentes de carbono y nitrogeno, y el estudio de la producciéon de biopelicula, se
elucida el papel que TyrR desempeia en el modelo de estudio.

Los estudios estructurales de la proteina TyrR, exhibieron una alta homologia con
respecto a proteinas TyrR de otras bacterias. De forma relevante se identifico el
motivo GAFTGA dentro del dominio central, el cual es indispensable para la
activacion dependiente de 0-54. Los andlisis de los fenotipos, que abarcaron el
estudio de la mutante 2116 que es deficiente de tyrR y de la cepa complementada
2117, indicaron que el factor transcripcional TyrR estéa involucrado en la produccién
de biopelicula y es responsable de la utilizacion de D-alanina como Unica fuente de
carbono y el consumo parcial de este aminoacido como Unica fuente de nitrégeno.

Ademads, con el trabajo hecho por bioinformética se observaron las secuencias de
los promotores putativos en el genoma de A. brasilense Sp 7, que posteriormente
ubicamos y con esto suponer que genes pudiesen ser regulados por TyrR. Dichos
resultados cimientan las bases para trabajos experimentales futuros.



2. Introduccioén.

Continuamente la agricultura se enfrenta con nuevos desafios, muchos de estos
son producto de afecciones causadas por parte de las actividades humanas, ya que
hemos abusado de los recursos naturales, explotandolos y haciéndolos
desgastarse. Por ello se sugiere darle un nuevo enfoque a la agricultura desde una
variable mas sustentable que sea amigable con el ambiente. En este sentido, se ha
visto como una alternativa viable a la actividad agricola con los principios de la
agroecologia, lo que haré de ésta una actividad sostenible y altamente productiva.

Se define a la agroecologia como “la aplicacién de conceptos y principios ecoldgicos
para el disefio y manejo de agroecosistemas sostenibles”, ésta proporciona la
manera de hacer a la agricultura una actividad ambientalmente afable y con una
productividad alta. Entre los principios basicos que se fomenta promover, se
encuentra la mejora de la biodiversidad y el fortalecimiento de las regulaciones
bioldgicas (Gliessman-Stephen, 2002; Pedraza et al., 2020).

Se buscan aplicar principios que orienten a mejorar la calidad del suelo, entre estos
se encuentra productos que utilizan microorganismo como son: los biofertilizantes,
bioestimuladores o bioplaguicidas. La alteracion de la rizosfera por inoculacién de
microorganismos es una de las tecnologias agricolas modernas que estan
innovando, ya que influyen de forma positiva en el crecimiento de las plantas. Entre
los microorganismos que confieren este beneficio encontramos a bacterias que se
les conoce como Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPR’s Plant
Growth Promoting Rhizobacteria, acronimo del inglés) (Pedraza et al., 2020).

Varios son los efectos que los microorganismos tienen sobre la calidad del suelo,
entre estos podemos mencionar: mejora de la disponibilidad de nutrientes,
descomposicion de sustancias toxicas, produccion de hormonas por las que
inducen el crecimiento de las plantas, principalmente por el acido indol-3-acético
(AIA) y finalmente, aumentan la tolerancia de las plantas al estrés (Pedraza et al.,
2020).

Se han descrito diferentes géneros de bacterias como PGPR’s entre ellos:
Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia,
Caulobacter, Chromobacterium, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Klebsiella,
Micrococcous, Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium y Serratia (Ahemad & Kibret,
2014).

El género Azospirillum es uno de los méas estudiados y comercializados por tener
una notable capacidad benéfica en las plantas.

2.2 Genero Azospirillum.

En 1925 se describe por primera vez el género Spirillum, décadas después se
reclasific6 como Azospirillum, por su habilidad de fijar el nitrégeno atmosférico, este



género fue descrito y reportado por el grupo de la D.C Johanna Ddébereiner en 1970
(Tarrand et al., 1978).

Este género pertenece a la subclase alfa de las proteobacterias, es una bacteria de
vida libre, fijadora de nitrégeno, heterotrofa, polimorfica (encontrada comunmente
en forma vibroide), es Gram negativa, catalasa, y oxidasa positiva, micro aerodbica,
flagelada, puede formar quistes, su movilidad es en espiral y contiene cantidades
elevadas de poli-B-hidroxibutirato (PHB). Su temperatura 6ptima de crecimiento es
de 30 °C, con un pH entre 6.0 y 7.0. Una de las caracteristicas fenotipicas por la
que podemos distinguir con facilidad a Azospirillum es el color rojo escarlata que
toman las colonias al crecer en un medio adicionado del colorante Rojo Congo
(Young et al.1992; Dobereiner 1992; Okon et al, 1976; Rodriguez-Céceres 1982;
Caballero Mellado 2010).

En el medio ambiente, es muy comun encontrar a Azospirilum en regiones
tropicales, subtropicales y templadas; la mayoria de las especies se han descrito a
partir de raices de plantas y muestras de suelo (Pedraza et al., 2020).

En la base de datos bioinformaticas NCBI, se reconocen 24 especies del género
Azospirillum: A. agricola, A. baldaniorum, A. brasilense, A. canadense, A.
doebereinerae, A. fermentarium, A. formosense, A. halopraeferens, A. himalayense,
A. humicireducens, A. largimobile, A. lipoferum, A. melinis, A. oleiclasticum, A.
oryzae, A. palatum, A. palustre, A. picis, A. ramasamyi, A. rugosum, A. soli, A.
thermophilum, A. thiophilum, A. zeae.

La mayoria de los estudios que involucran las interacciones de Azospirillum con el
crecimiento vegetal se basan en Azospirillum brasilense.

2.3 Interaccién Planta-Microorganismo.

En las bacterias del género Azospirillum la colonizacion a la planta es un proceso
de gran importancia. Puesto que los compuestos organicos y el oxigeno pueden
limitar el crecimiento de la bacteria, y las raices de las plantas producen gradientes
de ambos factores. Por ello se necesita de la formacién de una relacion
endosimbidtica, para esto, la bacteria cuenta con varios mecanismos que le
ayudaran a realizar este proceso (Cassan et al., 2015).

Una asociacion planta-microorganismo es exitosa si la bacteria es capaz de
sobrevivir al suelo y alcanzar poblaciones significativas en las raices del huésped.
Para que se lleve a cabo una buena colonizacién de la superficie de la raiz de la
planta, la bacteria dependera de su motilidad activa y la quimiotaxis hacia los
exudados de las raices, compuestos por quimioatrayentes y sustancias
propiciadoras del crecimiento microbiano. Azospirillum tiene la capacidad de invadir
las raices, hay algunas diferencias cepa-especificas en la forma en que colonizan
la raiz, algunas cepas tienen determinados mecanismos para interactuar con las
raices y colonizar incluso el interior de la raiz, mientras que otras, colonizan la capa



mas externa de la raiz (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000; Bashan &
Levanony,1991; Zhulin & Armitage, 1992).

La unién de Azospirillum a las raices es esencial para una asociacion eficaz con la
planta. Se ha demostrado que la colonizacion de Azospirillum es un proceso difasico
en el que durante la primera fase las bacterias se adsorben como células
individuales, de forma rapida, débil y reversible, a esta se le conoce como fase de
adsorcion. De forma consecutiva es seguida por la fase de anclaje, en la que se
forman agregados celulares (biopelicula), los cuales se adhieren de forma firme e
irreversible, aqui se presenta la produccion de sustancias poliméricas extracelulares
(Steenhoudt & Vanderleyden, 2000).

De la misma forma, como ya se menciono anteriormente, la planta se ve beneficiada
por la interaccion que forma con el microorganismo ya que las bacterias de la
rizosfera que son capaces de fijar nitrégeno pueden mejorar la productividad de las
plantas tanto por estimulacion hormonal como por suministro de nitrégeno, la
produccion de la fitohormona &cido indol-3-acético (AlIA) es de los principales
responsables de los efectos observados sobre el crecimiento de la planta (Tien et
al., 1979).

2.4 Biosintesis del Acido Indol Acético (AIA).

Entre las bacterias que habitan la rizosfera la produccién de la fitohormona acido
indol-3-acético es muy extendida. Estas bacterias utilizan mas de una via para la
biosintesis del AlIA, en algunos casos una misma cepa puede utilizar mas de una
via. El AIA microbiano ha sido relacionado con la estimulacion del crecimiento o la
patogénesis de las plantas. Entre los géneros bacterianos que brindan beneficio a
las plantas a través de la produccion de AlA se incluyen miembros de los géneros
Azospirillum, Pseudomonas, Xanthomonas y Rhizobium, asi como Alcaligenes
faecalis, Enterobacter cloacae, Acetobacter diazotrophicus y Bradyrhizobium
japonicum. Las vias biosintéticas generalmente se clasificaran segun sus
intermediarios (Patten & Glick, 1996).

La biosintesis de esta molécula puede ser dependiente del triptéfano o
independiente del triptéfano. Se han postulado cuatro diferentes vias que utilizan al
triptéfano como un precursor en bacterias del género Azospirillum: via del acido
indol-3-piravico (IPA), via de la indol-3-acetamida (IAM), via del indol-3-acetonitrilo
(IAN) y via de la triptamina (TAM) (Carrefio-Lopez et al., 2000; Prinsen et al., 1993).

2.4.1 Via de indol-3-acetamida (IAM).

En esta via el AIA es producido por dos pasos, a partir de la molécula de L-
Tript6fano pasa a convertirse en el precursor Indol-3-acetamina (IAM) por la enzima
triptéfano-2-monoxigenasa, en esta reaccion el oxigeno molecular y el triptéfano
reaccionan para producir indol-3-acetamina, CO2 y H20. El proceso continua con la
conversion de Indol-3-acetamina a acido indol-3-acético catalizado por la enzima
Indolacetamida hidrolasa/amilasa, que hidroliza la indol-3-acetamida y produce



acido indol-3-acético y amoniaco. El reconocimiento de la utilizacion de esta via en
bacterias se basa en la identificacién quimica del precursor IAM, la produccion de
AlA después de alimentar a las células bacterianas con IAM o la incorporacién del
carbono radiactivo del triptéfano en IAM e AIA (Duca et al., 2014; Manulis et al.,
1994; Comai & Kosuge 1980).

2.4.2 Via del indol-3-acetonitrilo/ Via de indol-acetaldoxima (IAN/IAOXx).

La produccion del indol-3-acetonitrilo para la sintesis de AlA se presenta gracias a
gue los nitrilos se hidrolizan directamente a sus acidos correspondientes por la
accion de nitrilasas especificas o se pueden catabolizar mediante un proceso que
implica la conversion a una amida y posteriormente la hidroélisis de dicha amida a un
acido. Para esto, la reaccion de conversion del precursor al producto final implica la
conversion de triptéfano a indol-3-acetaldoxima por la enzima oxidorreductasa, de
manera siguiente el intermediario indol-3-acetaldoxima se convierte en indol-3-
acetonitrilo mediante una indolacetaldoxima deshidratasa, este intermediario se
convierte en AIA de dos formas: En un solo paso por una enzima nitrilasa o en un
proceso de dos pasos por una nitrilo hidratasa y una amidasa, luego a
indolacetonitrilo (Duca et al., 2014; Patten & Glick, 1996).

Las enzimas nitrilo hidratasas unen las vias IAN e IAM ya que llevan a cabo la
reaccion de hidratacion del indol-3-acetonitrilo en IAM, que luego pasara a
convertirse en el producto final IAA por la indolacetamida hidrolasa/amidasa (Vega-
Hernandez et al., 2002).

2.4.3 Via del acido indol-3-piravico (IPyA).

Esta via comienza con la desaminacion del L-Triptéfano por una aminotransferasa
convirtiéndolo en &cido Indol-3-piruvico (IPyA), continuando con la conversiéon del
acido indol-3-piruvico a indol-3-acetaldehido, esta reaccion es catabolizada por la
enzima fenilpiruvato descarboxilasa, que finalmente se oxida a AlA por las enzimas
aldehido deshidrogenasa, mutasa u oxidasa (Rajagopal, 1971).

En general los microorganismos cuentan con varias proteinas con actividad de
aminotransferasa aromatica (AAT), cada una de estas enzimas frecuentemente
puede utilizar multiples aminoacidos de sustrato, incluidos los tres aminoacidos
aromaticos, asi como el aspartato. Estas enzimas ya sea solas o en combinacién
con otras funcionan en varios procesos celulares como son la biosintesis de los
aminoéacidos aromaéticos (fenilalanina y tirosina), el catabolismo de aminoacidos, y
la generacion de importantes metabolitos secundarios (Figura 1) (Jensen et al.,
1981; Kittell et al., 1989).
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Figura 1. Vias de sintesis del acido-3-indol acético. Jijon Moreno Saul 2017. Tesis doctoral
Estudio de la regulacién transcripcional del gen ipdC que participa en la biosintesis de acido indol-
3-acético en cepas de Azospirillum brasilense.

2.4.4 Papel del AIA como molécula sefial.

El AlA es considerado una fitohormona de tipo auxina, algunos estudios la clasifican
como molécula sefal, tanto en plantas como en bacterias. Esta es la principal auxina
en plantas, ya que controla muchos procesos fisiologicos, incluido el agrandamiento
de las partes apicales de plantas, la division celular, la diferenciacion de tejidos y
las respuestas a la luz y a la gravedad (Teale et al., 2006).

En bacterias, esta fitohormona es capaz de influir en la expresion génica de una
manera muy eficiente y selectiva, mediante una regulacion que puede ser positiva
0 negativa, los genes que son regulados estan involucrados en diferentes procesos
celulares como son la formacion de biopelicula, la sintesis de exopolisacaridos, la
resistencia a condiciones estresantes, entre otras. Un ejemplo de la regulacion
génica que lleva acabo el AlA, es en el gen ipdC de A. brasilense cuya transcripciéon
estd regulada por su producto final, el AIA, lo que constituye un bucle de
autorregulacion positiva, esto sugiere la presencia de un elemento sensible a auxina
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en la region promotora del gen ipdC. En consecuencia, A. brasilense ademas de
producir AlA, también es capaz de detectar AlA y alterar su expresion genética en
presencia de la fitohormona (Donati et al., 2013; Teale et al., 2006; Van Puyvelde et
al., 2011; Spaepen et al. 2007).

2.5 Transcripcion en procariotas.

La transcripcion es un proceso importante en la expresion genética, en ésta se
comprende la sintesis de la cadena de ARNm de la secuencia codificante de un
gen, esta sintesis es catalizada por la enzima ARN polimerasa. En procariotas esta
enzima esta formada por la enzima central o “enzima core” que consiste en cinco
subunidades (Bp'a2w) que es capaz de unirse de manera inespecifica al ADN. Para
poder llevar a cabo un proceso de transcripcién especifico, se requiere de un factor
sigma (0) que interviene de manera especifica en el reconocimiento de una
secuencia promotora adecuada, ademas de que ésta interactlia con activadores de
la transcripcion. La ARN polimerasa esta formada por la enzima core y el factor o,
a este conjunto se le conoce como “holoenzima” (Coulson, 2008; Depeursinge et
al., 2010; Lewin 2008).

La mayoria de los estudios realizados sobre la transcripcion en bacterias han usado
a Escherichia coli como sistema modelo, el factor o predominante en esta bacteria
es 0-70. Los factores o alternativos como 0-38, 0-32, 0-28, 0-19 y 0-24 son
miembros de la familia 0-70, por tener un mismo mecanismo de inicio de la
transcripcion. Los miembros de esta familia se unen a los promotores conservados
centrados en los elementos -10 y -35, esto quiere decir que la holoenzima se une a
dos secuencias consenso, una en el elemento -35 (TTGACA) y la otra en el
elemento -10 (TATAAT) (Bush & Dixon, 2012; Depeursinge et al., 2010).

Por el contrario, el proceso de transcripcion mediado por 0-54 difiere del de la familia
0-70, ya que no comparte homologia de secuencia de reconocimiento, ademas que
el proceso de activacion requiere de diferentes elementos (Reitzer & Schneider,
2001).

2.5.1 Transcripcion por o-54.

Normalmente, en bacterias podemos encontrar varias subunidades alternativas del
factor sigma (o), con diferentes especificidades de secuencia que dirigen a la ARN
polimerasa a diferentes promotores. Distinto de la familia 0-70, que es representada
por un diverso grupo de factores sigma constitutivos y alternativos, en la familia o-
54 solo encontraremos a este factor. Se sabe que la subunidad 0-54 es Unica ya
gue no comparte homologia con ningun otro factor sigma. A pesar de que los
integrantes de ambas familias se unen a la misma enzima, estas familias activan la
transcripcion mediante mecanismos completamente diferentes (Bush & Dixon,
2012; Studholme & Dixon, 2003).

En contraste a la unidon de 0-70, 0-54 se une a distintas secuencias consenso que
estdn mas conservadas. La union se producira en los elementos -12 (GG) y -24



(TGC), que forman parte de la gran secuencia consenso YTGGCACGINNNTTGCW
(Burrows et al., 2003; Schumacher et al., 2006).

A diferencia del inicio de la transcripcion mediada por los factores pertenecientes a
la familia 0-70, la transcripcién dependiente de 0-54 requiere de la presencia de un
activador, el cual acopla la energia que se genero en la hidrolisis de un trinucleétido
(ATP) para la isomerizacion del complejo cerrado de la ARN polimerasa con 0-54.
Por su similitud con el proceso que llevan a cabo las proteinas de unién
potenciadoras de las eucariotas (EBP: Enhancer Binding Protein, acrénimo del
inglés) a los activadores de la transcripcion mediados por 0-54 se les conoce como
proteinas de unién potenciadoras bacterianas (bEBP) (Bush & Dixon, 2012; Merrick,
1993; Schumacher et al., 2004).

2.6 Proteinas de unién potenciadoras bacterianas (Enhancer Binding
Proteins).

Las EBP se unen a sitios de reconocimiento especifico potenciador (UAS:
Upstream Activator Sequences, acronimo del inglés) rio arriba (80- 150 pb) del sitio
de inicio de la transcripcion. Estas se encuentran cominmente en su forma inactiva
como dimeros Yy tienen la necesidad de formar oligdbmeros para una alta actividad
ATPasa (Klose et al., 1994; Schumacher et al., 2006).

Se sabe que las bEBP son proteinas modulares, que generalmente estan
constituidas por tres dominios. ElI dominio regulador N-terminal (R), que tiene un
papel en la percepcién de sefales y la modulacion de la actividad de la proteina. Un
dominio AAA+ central (C) responsable de hidrélisis de ATP; este dominio es
indispensable para activar la transcripcion dependiente de o-54. Por ultimo, un
dominio de unién al ADN C-terminal (D) que contiene un motivo de hélice-vuelta-
hélice HTH, donde se lleva a cabo la union con sitios de reconocimiento especifico
potenciador (UAS) (Figura 2). Se sabe que no todas las bEBP tienen cada uno de
estos dominios, sin embargo, para que pueda tener su funcion como activador de la
transcripcion solo necesita contener en domino central, esto quiere decir que se
pueden encontrar bEBP que solo tengan el dominio central y el dominio regulador
o de igual manera que solo tengan el dominio central y el dominio de union al ADN.
De igual modo, los dominios reguladores no comparten ninguna homologia, pueden
contener diferentes motivos sensoriales. En consecuencia, la familia bEBP se divide
en cinco grupos (I-V), en funcion de su organizacion de los tres dominios presentes
(Bush & Dixon, 2012; Schumacher et al., 2006; Studholme & Dixon, 2003).

La proteina TyrR se considera una bEBP que se clasifica en el grupo Il, este grupo
se caracteriza por tener el dominio central y el dominio C-terminal altamente
conservado, el dominio variable sera el N-terminal ya que en este podremos
encontrar dominios PAS o dominios XyIR-N y V4R (Bush & Dixon, 2012).
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Figura 2. Conformacién de los dominios de los cinco grupos (grupos I-V) de las bEBPs. El
dominio central AAA+ (C) (rojo) estd muy conservado y es esencial para la transcripcion dependiente
de 0-54. El dominio de unién al ADN (D) (Verde) de la regién C-terminal, consiste en un motivo HTH
que dirige la bEBP a sitios de reconocimiento especificos potenciadores (UAS) y este dominio puede
estar ausente en algunas bEBP (grupo V). En la regiéon N-terminal, el dominio regulador (R) que no
se encuentra muy conservado entre los miembros de la familia bEBP, podemos encontrar diferentes
dominios de recepcion de sefiales; en funcién de las sefiales ambientales a detectar), Las bEBP del
Grupo | contienen un dominio Regulador de Respuesta (RR) (azul). Las bEBP del Grupo Il contienen
dominios Per, ARNT y Sim (PAS) (naranja) o dominios XyIR-N y V4R (Vinil 4 Reductasa) (rosa). Las
bEBP del Grupo Ill contienen un dominio GAF, nombrado asi por contener una fosfodiesterasa
estimulada de manera especifica por GMP ciclico, una Adenilato ciclasa de Anabaena y FhlA de E.
coli (parpura). En el grupo 1V, las bEBP no contienen dominios de sefalizacién como, por ejemplo,
la proteina PspA (Phage Shock Protein A) y las proteinas HrpR y HrpS, ambas coactivadoras de la
transcripcion de genes de respuesta hipersensible y patogénesis, por lo tanto, estan agrupados
juntos. Fuente: Bush & Dixon 2012.



2.7 Factor de transcripcion represor de tirosina (TyrR).

Las bacterias regulan la expresion de sus genes mediante el uso de Factores de
Transcripcidn (TF). Se reconoce a los factores de transcripcidbn como proteinas de
unién a ADN en una secuencia especifica (promotores), que reclutan a la ARN
polimerasa para regular la transcripcién de un conjunto de genes, por lo tanto, a
través de esta regulacion la célula pueda adaptarse a las variaciones del medio
ambiente a las que continuamente la bacteria esta expuesta (Lewin 2008;
Studholme & Dixon, 2003).

TyrR es un factor transcripcional que tiene un papel importante en la regulacién de
genes esenciales en la biosintesis, transporte y degradacion de aminoacidos
aromaéticos (fenilalanina, triptéfano, tirosina) (Argaet et al., 1994).

En E. coli K12 se describe al “regulon TyrR” que comprende nueve unidades
transcripcionales distintas (aroF-tyrA, aroLM, tyrP, tyrB, aroP, tyrR, mtr, aroG y folA),
estas unidades pueden actuar como inhibidoras o activadoras de la transcripcion,
dependiendo la naturaleza. Cada uno de los aminoacidos aromaticos actia como
cofactor con TyrR, al cual se unen a través a dos sitios de unién de ligando, lo que
provoca una alteracion de su estado de oligomerizacion y su afinidad por el ADN,
esta proteina se suele encontrar en forma de dimero en el citoplasma (Pittard et al.,
2005).

En cuestiones estructurales esta proteina cuenta con 513 aminoacidos, tiene un
peso molecular de 57 kDa y la constituyen tres dominios funcionales (Cui &
Somerville, 1993; Pittard et al., 2005):

-Un dominio N-terminal, que tiene una asociacion especifica con aCTD de la RNA
polimerasa, este dominio es necesario para la dimerizacion, la unién del aminoacido
cofactor y la activacién transcripcional, las bases de datos describen una region de
este dominio como un sitio de union a ligando denominado dominio ACT (Aspartato
guinasa, Corismato mutasa y TyrR), siendo ésta la probable regién de unién de los
aminoacidos aromaticos involucrados. De la misma forma se identifica un dominio
PAS (Per, Arnt-Sim), implicado en sistemas de transduccién de sefiales (Ettema et
al., 2002; Pittard et al., 2005; Verger et al., 2007).

-Un dominio central, involucrado en la oligomerizacién y la union al efector, este
dominio es homologo estructural a dominios como NtrC y NifA que estan
involucrados en la regulacion de nitrégeno y la nitrogenasa. Estos dominios son
miembros de la superfamilia de proteinas AAA +, que tienen funciones en diversos
procesos celulares basadas en un modelo ATPasa. Estas proteinas de union se
caracterizan por ser potenciadoras que facilitan la transcripcién dependiente de o-
54 por la hidrdlisis del ATP que forma el complejo abierto en el promotor. Aunque
TyrR tiene una homologia estructural con estas proteinas, carece del motivo
GAFTGA que se piensa es critico para la activacion de la transcripcion en
promotores dependientes de 0-54 y en su lugar TyrR reconoce los promotores o-
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70. Se ha demostrado que el dominio central de la proteina TyrR tiene actividad
autocinasa, autofosfatasa y fosfatasa (Argaet et al., 1994; Chipman & Shaanan,
2001; Dixon et al., 2002; Kwok et al., 1995; Morett & Segovia, 1993; Pittard et al.,
2005; Studholme & Dixon, 2003).

-Un dominio C-terminal, que contiene un motivo de unién a ADN de hélice-vuelta-
hélice (HTH), esto quiere decir que este dominio tiene la funcidon de unir el factor
transcripcional al ADN. En Haemophilus influenzae se elucidé la estructura de la
proteina TyrR, esto proporcioné evidencia de la clasica estructura hélice-vuelta-
hélice (Huang et al., 2019; Pittard et al., 2005).

A las secuencias de ADN reconocidas por TyrR, se les denomina “caja TyrR”, los
promotores que son reconocidos por esta proteina pueden contener uno o mas
motivos de reconocimiento, relacionados a la secuencia consenso TGTAAA-NG-
TTTACA. Estas cajas de union se clasifican de dos formas: las “cajas TyrR fuertes”,
cuando tienen una coincidencia bases a 10-12 pares respecto a la secuencia
consenso. En activacion TyrR puede reconocerlas cuando esta proteina se
encuentra en forma de dimero y en ausencia de cofactores (aminoacidos
aromaticos). La otra clasificacion son las “cajas TyrR débiles”, en las cuales la
proteina tendra menor afinidad a éstas, ya que tienen una coincidencia menor a 10-
12 pares de bases respecto a la secuencia consenso, en activacion los dimeros
forman hexameros, TyrR reconoce a éstas solo cuando se encuentra en presencia
de tirosina y ATP. Los genes que seran reprimidos por TyrR, exceptuando aroP,
contienen una disposicion de caja doble, donde la caja débil se superpone al
promotor (Argaet et al., 1994, Pittard & Davidson, 1991; Pittard et al., 2005).

En los estudios hechos por Jijon-Moreno y colaboradores, se pudo determinar que
la proteina TyrR de A. brasilense Sp7 difiere de la de E. coli y Enterobacter cloacae,
en gue si puede regular la transcripcién en promotores que son dependientes de o-
54, debido a la conservacion del motivo esencial. Ademas, en este estudio se
determiné que TyrR juega un papel importante en la regulacién de la produccion de
EPS y la formacion de biopelicula en A. brasilense Sp7 (Jijén-Moreno et al., 2019).

2.8 Formacién de Biopelicula.

Se reconoce que en entornos naturales las bacterias se encuentran en una estrecha
asociaciéon con las superficies bidticas o abidticas, en forma de agregados
multicelulares comunmente conocidos como biopelicula. Como estrategia de vida la
mayoria de las bacterias forman la biopelicula, ya que les brinda estabilidad,
desempenfia funciones cataliticas, aumenta las posibilidades de transferencia de
material genético y la resistencia a los antibioticos, ademas de que participa en los
procesos de comunicacion celular y ofrece proteccion para sobrevivir a las
condiciones adversas y variables del medio ambiente. Se puede definir formalmente
a la biopelicula, como un consorcio de microorganismos, que se encuentra
embebido en una matriz constituida por sustancias poliméricas extracelulares (SPE
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acronimo del inglés) donde los microorganismos comienzan a organizarse en
colonias con diferentes requerimientos metabodlicos (Ramirez-Mata et al., 2014).

La biopelicula puede tener una constitucion variable, se sabe que los
microorganismos representan menos del 10% de la masa seca, mientras que la
matriz puede representar mas del 90%, por lo que es importante resaltar que esta
matriz est constituida por: agua, exopolisicaridos (EPS), iones, fimbrias, proteinas
de adherencia, ADN exdgeno (eDNA), pilus y productos procedentes de las lisis
bacterianas (ADN, proteinas, lipido, sustancias organicas). Podemos hallar algunos
canales en las biopeliculas, estos proporcionan el flujo de nutrientes, oxigeno y
microorganismos de un sitio a otro a través de la circulacion de fluidos, también
mantienen la condicion hidratada que proporciona un entorno natural para la
supervivencia de la comunidad microbiana encerrada. La concentracion de
nutrientes, pH y disponibilidad de oxigeno puede variar (Branda et al., 2005;
Flemming & Wingender, 2010; Spormann et al, 2004).

La biopelicula se desarrolla en diferentes etapas, comenzando por la adhesion
primaria (I), que es rapida y reversible en superficies bidticas o abidticas, en esta
etapa estan implicadas las proteinas de la superficie celular, la siguiente etapa es
la agregacion intracelular (1), la union se vuelve irreversible y se mide por diferentes
estructuras bacterianas como son el flagelo y las fimbrias, un aspecto clave de esta
fase es la adhesina intracelular polisacarido (PIA), ya que ésta participa en el
proceso de acumulacion celular. ContinGa la etapa de maduracion temprana de la
biopelicula (1), las células se multiplican y forman capas de microorganismos, los
péptidos y los surfactantes son importantes para esta etapa, hay un aumento en la
biosintesis de EPS; (IV) maduracion de la biopelicula, hay formacion de
microcolonias y produccién de SPE. Finalmente, la etapa de desprendimiento y
dispersion (V), esta etapa final de la formacion de la biopelicula implica la liberacion
de las células moviles, ya que las condiciones ya no son favorables, (Figura 3)
(Flemming & Wingender, 2010; Vasudevan, 2014).

Formacion
de
biopelicula

Figura 3. Formacion de la biopelicula. En la etapa de adhesion, las bacterias se anclan en la
superficie, primero de forma reversible y se continua con una unién irreversible. Posteriormente, la
maduracion temprana de la biopelicula, en donde las células se multiplican y forman capas de
microorganismos, ademas que hay un aumento en la produccién de Sustancias extracelulares entre
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los cuales destaca los exopolisacéridos (EPS), en la siguiente etapa de maduracion habra formacion
de microcolonias, y finalmente, cuando las condiciones del medio no son favorables, la biopelicula
entrara en su Ultima etapa que sera el desprendimiento. Fuente: Salcedo et al, 2015.

La formacién de la biopelicula es un cambio de vida en las bacterias que implica
una expresion genética diferencial, ya que las bacterias cambian de una forma de
vida planctonica a sésil. Este cambio de vida esta relacionado con las
concentraciones intracelulares de la molécula 3’5 diguanosin-monofosfato-ciclico
(di-GMP-c) que es descrita como segundo mensajero en bacterias. Cuando las
concentraciones de esta molécula incrementan se propicia el estilo de vida sésil,
formacion de biopelicula y expresiéon de componentes de la matriz extracelular. Si
los niveles del di-GMP-c son bajos entonces el estilo de vida sera plantonico. Las
concentraciones de este segundo mensajero son reguladas enzimaticamente por
dos proteinas, las diguanilato ciclasas que tienen un dominio GGDEF implicadas en
la sintesis y las fosfodiesterasas que pueden ser de dominio EAL o HD-GYP que
son las encargadas de la degradacion (Hengge, 2009; O'Toole, 2003; Romling,et
al., 2013).

Existe una diversidad de factores que participan en la formacién de la biopelicula,
dependiendo la fase en la que esta se encuentre, como ya se menciond, uno de los
principales constituyentes de la matriz de la biopelicula son los EPS que es de vital
importancia en procesos como: la adhesion, la agregacion de células, la cohesion
de la biopelicula, la retencién de agua, la formacion de la barrera protectora, la
sorcién de componentes organicos, la sorcion de iones inorganicos, el almacenaje
de exceso de energia y la unién de enzimas (Beloin & Ghigo, 2005; Flemming &
Wingender, 2010).

2.9 Quimiotaxis.

Gran parte de las bacterias moviles han desarrollado la capacidad de seguir
gradientes de factores ambientales, como son productos quimicos, pH,
osmolaridad, temperatura y el potencial redox. Estas bacterias pueden encontrar
mejores entornos para el crecimiento al migrar hacia sustancias quimicas favorables
(atrayentes) o alejarse de las sustancias que son desfavorables (repelentes). La
guimiotaxis tiene un papel importante en el establecimiento de relaciones
simbidticas con las plantas. Las bacterias quimiotacticas utilizan la deteccién
temporal para realizar una caminata aleatoria sesgada alternando periodos de nado
suave con breves cambios de direccién. Los mecanismos que utilizan las bacterias
para hacer los cambios de direccion pueden diferir entre especies (Porter, et al,
2011; Wadhams & Armitage, 2004).

La frecuencia del cambio de direccién esta controlada por la via de la quimiotaxis,
ya que esta controla la rotaciéon flagelar, al nadar en una direccion favorable los
cambios de direccion se suprimen, al contrario, al nadar en una direccidon
desfavorable los cambios de direccidén incrementan. En la via de la quimiotaxis,
identificada en E. coli, las sefiales se transducen desde las proteinas
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guimiorreceptoras al motor flagelar, por medio de una via de sefalizacion de dos
componentes, esto quiere decir que en el nacleo del procesamiento de sefiales de
todas las vias de la quimiotaxis se encuentran los complejos formados por
guimiorreceptores, la cinasa histidinica CheA y un adaptador CheW, éste es el
encargado de controlar la autofosforilacion de CheA (Bi & Sourjik, 2018; Porter et
al., 2011).

Una via de la quimiotaxis ampliamente estudiada es en el modelo de E. coli, en la
gue los quimioefectores son detectados por los quimiorreceptores, estos suelen ser
proteinas diméricas transmembrana, conocidas como proteinas de quimiotaxis
aceptadoras de metilo (MCP: Methyl-accepting Chemotaxis Proteins acrénimo del
inglés), que contienen un dominio periplasmico de union a ligando y un dominio
citoplasmatico de sefalizacion. Estas proteinas dirigen la locomocién mediante la
regulacion de CheA, la cual dona el grupo fosforilo a un regulador de respuesta
CheY, que en su forma fosforilada (CheY-P) induce la rotacion del motor flagelar en
el sentido de las agujas del reloj, al unirse a FliM y FIiN del complejo interruptor de
dicho flagelo. La terminacion de la sefial se produce por desfosforilacion de CheY-
P, para E. coli y bacterias relacionadas, CheY-P se desfosforila con la ayuda de la
fosfatasa CheZ. Si la estimulacidn es persistente, las bacterias pueden adaptarse a
ella, esto lo hacen ajustando los niveles de metilacion del receptor y asi regulan la
actividad de CheA, a través de un sistema de adaptacion, que consiste en una
metiltransferasa CheR y una metilesterasa CheB. CheB elimina los grupos metilo
afiadidos a los MCP por la metiltransferasa constitutiva CheR (Figura 4) (Bi &
Sourjik, 2018; Bible et al., 2008; Hazelbauer et al., 2010; Sarkar et al., 2010).

Quimioreceptores

Motor Plagelo
transmembrana
—CH, Flagelar
@ 680
heA
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Figura 4. La via de la quimiotaxis en E. coli. Los quimioefectores son detectados por los
qguimiorreceptores transmembrana. Estos envian sefales a través de CheW a la cinasa histidinica
CheA. En respuesta a la disminucion de la concentracion de atrayente, los quimiorreceptores activan
la autofosforilacion de CheA. CheA fosforilada (CheA-P) tiene la capacidad de fosforilar a cualquiera
de sus reguladores de respuesta, CheB y CheY. CheY-P se une al motor flagelar y promueve un
cambio en la direccién de rotacion de izquierda a derecha. CheB-P es una metilesterasa que media
la adaptacion junto con la metiltransferasa, CheR. CheZ es una fosfatasa especifica que desfosforila
CheY-P, lo que permite una rapida terminacion de la sefial. Fuente: Porter et al., 2011.

Mientras que E. coli posee una sola via de quimiotaxis, con sélo una copia de las
proteinas de sefalizacion, la mayoria de las bacterias tienen multiples sistemas de
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guimiotaxis. A. brasilense tiene cuatro operones de quimiotaxis distintos, Chel,
Che2, Che3 y Che4 (Figura 5). Se identificé que la via que regula los aumentos
transitorios de la velocidad de nado en respuesta a los atrayentes es Chel, esta via
comprende homologos de CheA, CheW, CheY, CheB y CheR. Se desconoce el
papel de Che2 en A. brasilense, pero es un homaélogo del operén che2 que controla
la biosintesis flagelar en Rhodospirillum centenum. Che3 es una via ACF
(Alternative Cellular Functions acrénimo del inglés) similar a la quimiotaxis que es
implicada en el control de la floculacion en A. brasilense. Finalmente, la via Che4,
gue esta presente en los genomas de Azospirillum, se sabe que esta via es esencial
para todas las respuestas de quimiotaxis en A. brasilense y para la colonizacion
competitiva de la superficie de la raiz del trigo (Bible et al., 2015; A. Bible et al.,
2012; Mukherjee et al., 2016; Wisniewski-Dyé et al., 2011; Zhulin, 2012).

Chel
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chedl  cheWlcheY! cheB 1 che Rl
Che2
L | I L
che ¥3 chell mop chelW?  cheB2 orf cheR2chel? chedd  orf
Che3
| | I | | |
chelWla cheR3 cheW3h mop ched 3 che B3 RE HK
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LI | | 1 1 | |
cheScheVd chedd cheWd map cheRd chelM cheBd  mop

Figura 5. Agrupacion de genes implicados en la quimiotaxis dentro del genoma de A.
brasilense. Los cuadros representan marcos de lectura abiertos (ORF: Open Reading Frame
acronimo del inglés) y estan dibujados a escala. Estos genes se identificaron por homologia. Las
abreviaciones significan: RR: gen que codifica para un regulador de respuesta, HK: gen que codifica
para una cinasa histidinica; mcp: gene que codifica para una proteina aceptadora de metilo. Fuente:
Mukherjee et al. 2016.

El estudio de genomas de Azospirillum ha mostrado que este género posee muchos
genes que codifican para receptores de la quimiotaxis, que incluyen a las proteinas
MCPs y Tlp (Transducing Like Protein acrénimo del inglés), algunos de los que se
han estudiado son: Tlpl, un quimiorreceptor transmembrana que en su C-terminal
tiene un dominio PilZ, se sabe que estos dominios se unen al di-GMP-c, la union de
este segundo mensajero a Tlpl regula tanto la velocidad de nado como la
frecuencia de inversiones, a través de la via de Chel y otra via aun no identificada.
Otro receptor estudiado es el receptor AerC, que funciona como un sensor redox,
gracias a sus dominios PAS, que permite a las células buscar condiciones
microaerdfilicas que apoyen la fijacion optima de nitrégeno, en Azospirillum este
receptor se agrupa en los polos de la célula (Bible et al., 2008; Russell et al., 2013).
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3. Antecedentes.

3.1 Antecedentes Generales.

En 2008, Ryu y Patten realizaron un analisis para identificar a la proteina reguladora
gue controla la expresion del gen ipdC en Enterobacter cloacae UW5, que codifica
para una indol-3-piruvato descarboxilasa, involucrada en la via indol-3-piruvato para
la biosintesis del AIA. En sus estudios identificaron la presencia de una secuencia
consenso para la caja TyrR altamente conservada rio arriba del gen, esta es muy
similar a la secuencia de reconocimiento de la proteina reguladora TyrR de E. coli
gue regula los genes implicados en el transporte y metabolismo de aminoéacidos
aromaticos. Usando una mutante, realizada por insercion, demostraron que TyrR es
necesario para la produccion de AlA y para la induccion de la transcripcion de ipdC.
Esta regulacion se hace de forma directa y es positiva, lo cual determinaron
mediante PCR de transcripcion inversa cuantitativa en tiempo real, de la misma
forma midieron la actividad del gen reportero dirigido por el promotor de ipdC y
mediante ensayos de desplazamiento de movilidad, concluyeron que ésta aumenta
en respuesta a la adicion de triptéfano, fenilalanina y tirosina.

Para probar la capacidad de TyrR para unirse a la region promotora del gen ipdC
realizaron ensayos de cambios en la corrida electroforética (EMSA acrénimo del
inglés Electrophoretic Mobility Shift Assay) (Figura 6). En este ensayo utilizaron tres
oligonucledtidos derivados de secuencias encontradas en la zona promotora de
ipdC (IP3, IP3M e IP5), las secuencias IP3 e IP3M se encuentran en la zona de la
caja TyrR. Para el disefio de IP3M sustituyeron las bases de nucledtidos que se
sabe que son criticas en la interaccion de TyrR en E. coli. IP5 es una secuencia que
se encuentra rio arriba de IP3 en el genoma de E. cloacae UWS5, este oligonucledtido
posee una secuencia similar a la secuencia consenso de la caja TyrR; sin embargo,
la longitud de la secuencia de IP5 no es 6ptima para la interaccion con TyrR.

Figura 6. Uniéon de la proteina purificada TyrR al promotor del gen ipdC en presencia de
aminoacidos aromaticos. Resultados del ensayo de cambio en la corrida electroforética (EMSA:
electrophoretic mobility shift assay acrénimo del inglés). A) aminoacidos no aromaticos, B) L-
triptéfano, C) L-fenilalanina, D) L-tirosina. Para el estudio utilizaron fragmentos oligonucle6tidos
marcados, todos derivados de secuencias encontradas en el promotor ipdC de E. cloacae (IP3, IP3M
y IP5). Los carriles 1 a 4 contenian: Linea 1: oligonuclettido IP3; Linea 2: IP3 y TyrR purificado y
marcado; Linea 3: oligonucleétido IP3M y TyrR purificado y marcado; Linea 4: IP5 y TyrR purificado
y marcado. Las lineas 5 a 7 tienen muestras de diferentes concentraciones de IP3. Los asteriscos
muestran IP3 libre y las flechas marcan la unién del oligonucleétido a TyrR. Tomada de Ryu & Patten
2008.
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3.2 Antecedentes especificos.

En el estudio de la regulacion transcripcional del gen ipdC en A. brasilense Jijon-
Moreno y colaboradores (2018), indican que dicho gen codifica para la enzima
fenilpiruvato descarboxilasa (PPDC), el cual participa en la biosintesis del AIA en
cepas de A. brasilense. Entre sus estudios, realizan un andlisis in silico del promotor
de ipdC de A. brasilense Sp 7. En el contexto genético se observa que rio arriba se
localiza el gen AMK58 RS11555 (gltX), que codifica para una glutamato-tRNA
ligasa putativa, encontrando la regién intergénica entre los genes gltX e ipdC en
donde se localiza un presunto promotor, similar al descrito en A. brasilense Sp245
(Spaepen et al., 2008). Con este analisis se determina que en la region 5’ rio arriba
de ipdC en A. brasilense Sp 7 se localizan varios elementos en cis que son
importantes para la expresion del gen como son: un elemento de respuesta a
auxinas (AuxRE), un probable sitio de union para el factor sigma RpoN (0-54), dos
repeticiones invertida de 8 pb separada por una secuencia de 4 pb
(ATTGTTTC(GAAT)GAAACAAT), un probable sitio de union a ribosoma vy
finalmente el sitio de inicio de la transcripcion (Figura 7).

— AMESS RS11555 (gifk) AMKSS RS11560 (i)
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Figura 7. Region del extremo 5’ de ipdC de A. brasilense Sp7. Con dos flechas opuestas se indica
la repeticion invertida, en un rectangulo se observa el probable sitio de unién para el factor g-54, el
elemento de respuesta a auxinas (AuxRE) esta subrayado con una linea discontinua y finalmente el
probable sitio de inicio de la transcripcion (nucleétido +1) esta indicado con un triangulo invertido. Se
indica el inicio de la region codificante de gltX y de ipdC con sus respectivos aminoécidos. Jijon
Moreno Saul 2017. Tesis doctoral Estudio de la regulacion transcripcional del gen ipdC que participa
en la biosintesis de acido indol-3-acético en cepas de A. brasilense.

Tomando como referencia el hallazgo de Ryu y Patten (2008), en el laboratorio de
Interaccién bacteria- planta se plantea la hipétesis de que, de igual forma que en E.
cloacae, TyrR podria tener un papel importante en la produccién de AIA en A.
brasilense Sp7 a través de la regulacion transcripcional del gen ipdC.
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A partir de la busqueda de proteinas homadlogas de E. coli K12 se identifica el gen
tyrR en el genoma de A. brasilense Sp7, este alineamiento da como resultado el
reconocimiento de la proteina codificada por el gen AMK58 RS07030 (tyrR) cuyo
producto de traduccion presenta una identidad del 43% y una similitud del 59% con
la proteina TyrR de E. coli. El gen tyrR se encuentra en la cadena complementaria
del cromosoma de A. brasilense Sp7, 272 pb rio arriba de tyrR y en direccion
opuesta, se encuentra el gen AMK58 RS07035, que codifica para una D-
aminoacido deshidrogenasa (DAO; gen dadA). El gen tyrR codifica para una
proteina de 514 aminoéacidos (Jijén-Moreno et al., 2019).

Entre los analisis bioinformaticos se realizan alineamientos multiples de secuencias
de proteinas homélogas con el servidor CLUSTAL omega. Se identifican cuatro
motivos, en los que encontramos: los motivos Walker A (1) y Walker B (lll) que son
importantes para la union e hidrélisis del ATP, el motivo de union a 0-54 que se
distingue por la secuencia consenso GSFTGA (ll) y finalmente el motivo de unién a
ADN (1V) (Figura 8) (Bush & Dixon 2012; Jijon-Moreno et al., 2019).
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Figura 8. Prediccion bioinformatica de los dominios de TyrR de A. brasilense Sp7 y
alineamiento multiple con proteinas homologas. a) Dominios de TyrR de A. brasilense Sp7 de
acuerdo con el servidor bioinformatico SMART. b) Alineamiento multiple de secuencias homdlogas
a TyrR de A. brasilense Sp7. Las secuencias mostradas corresponden a las secuencias de
aminodcidos de TyrR de A. brasilense Sp7 (TyrRAbSp7), TyrR de E. coli MG1655 (TyrR-Ec), TyrR
de E. cloacae (TyrR-Ecl) y GesR de Pseudomonas aeruginosa PAO1 (GcsR-Pa). Las regiones en
cuadros rojos representan el motivo Walker A (1), el motivo de union a sigma 54 (l1), el motivo Walker
B (lll) y el dominio de unién a ADN (IV). El alineamiento mdltiple se realiz6 con el programa Clustal
Omega. En color negro y en gris se indican las regiones del alineamiento con 100% de identidad y
100% de similitud, respectivamente y fueron resaltadas utilizando el servidor bioinformatico Multiple
Align Show. Fuente: Jijén Moreno et al. 2019.
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La proteina TyrR codificada por el gen tyrR de Azospirillum se analiza a nivel de
estructura con el servidor |-Tasser, a través de la comparacion de sus dominios con
cristales ya caracterizados y que corresponden a los siguientes: el domino N-
terminal de la proteina TyrR de E. coli K12, el dominio central AAA+ de la proteina
FleQ de P. aeruginosa y el dominio C-terminal la proteina TyrR de Haemophilus
influenzae. Estos estudios de comparacion por superposicion presentan una alta
homologia, la presunta proteina comparte una gran similitud con respecto a la
organizacion de cada dominio, a los motivos distintivos, a la estructura secundaria
y a las caracteristicas de la topografia que exhiben las bEBP. Con estos estudios
de superposicion se puede suponer que la proteina TyrR de A. brasilense Sp7
contiene: en su dominio N-terminal un dominio PAS y un dominio ACT, involucrados
en el contacto con la subunidad aCTD de la ARN polimerasa y como sitio de unién
para los aminoacidos aromaticos, respectivamente; en el dominio central se
encuentra un sitio de union de ATP putativo que se identifica con los sitios de unién
de ATP Walker Ay Walker B, el dominio central es el responsable de la hidrdlisis de
ATP ademas que se identifica en este el motivo distintivo GAFTGA que es
indispensable para activar la transcripcion dependiente de o054; el extremo C-
terminal incluye el motivo HTH involucrado en la unién al ADN.

Para analizar la participacién de la proteina TyrR en la produccion del AlA se genera
la mutante del gen tyrR, mediante la insercion de un casete de resistencia a
gentamicina (Gm) en la region codificante del gen, a esta mutante se le nombro A.
brasilense 2116 (Figura 9). Sin embargo, se observa que no hay diferencias
estadisticamente significativas en la produccion del AIA en comparacion con la cepa
silvestre (Jijon Moreno, 2017).

Por lo cual, se procede a realizar un estudio fenotipico de la mutante y definir la
participacion del gen tyrR.
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Figura 9. Construccién de la mutante 2116. A) Contexto gendmico del gen tyrR en el cromosoma
de A. brasilense Sp7. B) Mapa fisico del plasmido pSUP-tyrR::GmR construido para la mutacion
de tyrR por recombinacién homéloga. C. Mapa fisico de la region del cromosoma de la mutante A.
brasilense 2116 (mutante tyrR). Las flechas indican los oligonucleétidos utilizados para la
comprobacion de la mutacion de tyrR. D) Electroforesis en gel de agarosa que muestra la
comprobacion por PCR de la mutacion de tyrR: carril 1: Marcador de peso molecular de 1kb; carril 2:
Producto de PCR obtenido con los oligonucleétidos tyrR-F1 y tyrR-R1.1 y DNA gendémico de Sp7;
Carril 3; producto de PCR obtenido con los oligonucleétidos tyrR-F1 y tyrR-R1.1 y DNA genomico
de 2116; Carril 4: producto de PCR obtenido con los oligonucle6tidos PrTyrRFSp7 vy
PrTyrRRSp7 y DNA gendmico de Sp7; carril 5: producto de PCR obtenido con los
oligonucleétidos PrTyrRFSp7 y PrTyrRRSp7 y DNA gendmico de 2116; carril 6: PCR (control
negativo) con los oligonucledtidos tyrR-F1 y Rgm3 y DNA gendmico de Sp7; carril 7: producto de
PCR obtenido con los oligonucleétidos tyrR-F1 y Rgm3 y DNA genémico de 2116. Se muestra el
tamafio de los productos de PCR en pares de bases. Fuente: Jijéon Moreno Salul 2017. Tesis doctoral
Estudio de la regulacion transcripcional del gen ipdC que participa en la biosintesis de acido indol-3-
acético en cepas de Azospirillum brasilense.
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4. Justificacion.

En la busqueda de la aplicacion de principios que orienten a mejorar la calidad del
suelo, la alteracion de la rizosfera por inoculacion de microorganismos ha provocado
un especial interés, ya que estos influyen de forma positiva en el crecimiento de las
plantas y asi, logran contribuir a enfocar a la agricultura como una actividad
ambientalmente afable y con una alta productividad. La bacteria A. brasilense es de
interés biotecnoldgico por ser una PGPR y promover un beneficio a las plantas de
interés alimentario.

La explotacion optima de los efectos beneficiosos de la bacteria se puede lograr
solo si se comprenden completamente los factores involucrados en procesos
fundamentales para ésta, como son los mecanismos de colonizacion y las funciones
de los componentes de las vias de sefalizacion.

El correcto funcionamiento de procesos como la formacion de biopelicula, la
produccion de EPS y la quimiotaxis, es esencial para una colonizacion efectiva, el
estudio de la regulacion molecular de estos es necesario para un empleo racional y
efectivo de la bacteria. Por este motivo, resulta relevante determinar el papel del
factor transcripcional TyrR en la regulacion de los mecanismos celulares y de los
factores involucrados.

5. Hipotesis.

El factor transcripcional TyrR esté involucrado en la regulacion de la expresion de
genes que participan en procesos de transduccion de sefiales y que estan
implicados en la formacion de biopelicula y el proceso de quimiotaxis de A.
brasilense Sp7.

6. Objetivos.
6.1 Objetivo General.

Describir la probable participacion de la proteina TyrR en la regulacion de genes
implicados en formacion de biopelicula y quimiotaxis en A. brasilense Sp7.

6.2 Objetivos Especificos.

-Estudiar el fenotipo de las mutantes 2116 (A. brasilense Sp 7 A tyrR), 2117 (A.
brasilense tyrR:GmR (pJBtyrR)) y 2118 (A. brasilense 2116 (pJB3Tc20)) en
crecimiento y produccién de EPS.

-Realizar un andlisis bioinformatico de los presuntos promotores regulados por TyrR
en Azospirillum brasilense Sp7

-Disefar iniciadores para la amplificacion de los presuntos promotores que sean de
interés en la formacion de biopelicula y quimiotaxis.
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7. Materiales y Métodos.

7.1 Material Bioldgico.

Tabla 1. Cepas utilizadas para la elaboracion de este trabajo.

Cepas Caracteristicas Referencia

E. coli DH5a F- endAl ginV44 thi-1 recAl relAl | Thermo Fisher
gyrA96 deoR nupG ¢80dlacZAM15 | Scientific, EE.UU
A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rk™
mk*), A

E. coli S17.1 recA thi pro hdsR4 (r« mk*) (RP4- | Simon et al., 1983

2T::M-Km::Tn7) Tp" Sm" Apir

A. brasilense Sp 7 | Cepa silvestre

Tarrand et al., 1978

A. brasilense 2116

de la cepa Sp7.

A. brasilense tyrR::GmR isogénica | Jijon Moreno et al.,

2018

A. brasilense 2117 | A. brasilense tyrR::GmR (pJBtyrR)

Este estudio

A. brasilense 2118 | A. brasilense 2116 (pJB3Tc20)

Este estudio

Tabla 2. Plasmidos utilizados para la elaboracion de este trabajo.

Plasmido Caracteristicas Referencia
pBlueScript + (pBSK Vector de clonacion Stratagene, La Jolla, CA,
+) EE.UU

pBSK-tyrR-Sp7

Plasmido derivado de
pBSK+ que contiene el
gen tyrR

Este trabajo

pJB3Tc20

Plasmido derivado de
RK2 oriT, TcR, ApR

Blatny et al., 1997

pJB3-tyrR-Sp7

Plasmido derivado de
pJB3Tc20 que contiene el
gen tyrR

Este trabajo

Tabla 3. Oligonucleétidos usados en fase experimental.

Iniciador Secuencia Referencia
F-tyrR-Sp7 5 CCACCACCGTGACCTCGTG 3 Este trabajo
TyrR-R1 5 CGCGGAGGGCCATTTCAGCA 3 Este trabajo
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7.2 Técnicas y procedimientos.

7.2.1 Condiciones de cultivo.

Las cepas de E. coli DH5a y S17.1 fueron cultivadas en medio Luria Bertani (LB)
(en caldo o solidificado) en agitacion (150 rpm) a 37 °C durante aproximadamente
16 h. Por otra parte, las cepas de A. brasilense Sp7, 2116, 2117 y 2118 se cultivaron
en medio minimo K-malato (en caldo o solidificado) a 30 °C, durante 18 h y en
agitacion (150 rpm), de igual manera estas cepas se incubaron en medio Rojo
Congo (RC) y NfB* dependiendo del propésito del experimento.

Los antibidticos y las concentraciones utilizadas en este trabajo para el crecimiento
de E. coli fueron: 100 pg/mL de Ampicilina (Ap), 10 pg/mL Tetraciclina (Tc), 30
pug/mL de Gentamicina (Gm) y 20 pg/mL de Kanamicina (Km). Para A. brasilense
fueron: Tc 15 pg/mLy Gm 30 pg/mL.

7.2.2 Extraccion y manipulacion de ADN.

Las extracciones de ADN gendmico de A. brasilense Sp7 se realizaron mediante el
método de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) (Sambrook, 2001).
Igualmente, las extracciones de ADN plasmidico se llevaron a cabo con el
procedimiento de lisis alcalina empleando SDS y NaOH (Sambrook, 2001).

Las reacciones de PCR se realizaron siguiendo las indicaciones y concentraciones
sugeridas por el proveedor de la enzima polimerasa Thermo Scientific.

7.2.3 Complementacion de la mutante A. brasilense 2116.

La mutante 2116 se complementé en trans con el plasmido pJBtyrR que es de bajo
namero de copias. Para esto, a partir del ADN gendémico de A. brasilense Sp7 como
molde y con los oligonucledtidos F-tyrR-Sp7 y TyrR-R1 (tabla 3) se amplifico la
regién que abarcaba el promotor nativo y la ORF de tyrR. El producto de PCR (1964
p.b) se clond en el plasmido pBSK+, que fue previamente digerido con la enzima de
restriccion EcoRV, lo que resulté en la formacion del plasmido pBSK-tyrR-Sp7.
Posterior a esto, tyrR se liberé de pBSK-tyrR-Sp7 con las enzimas Hindlll y BamHlI,
se clono en el plasmido pJB3Tc20 utilizando los mismos sitios de restriccion (Blatny
et al.,1997), y se obtuvo el plasmido pJB3-tyrR-Sp7 el cual se transformé en células
guimiocompetentes de E. coli DH5a y E. coli S17.1. pJB3-tyrR-Sp7 se transfirio por
conjugacion biparental a la mutante 2116 de la siguiente forma: las células
donadoras de E. coli S17.1, las cuales contenian el pldsmido pJB3-tyrR-Sp7, se
cultivaron en 5 mL de medio LB* suplementado con 10 yg/mL de Tc a 37 °C a 150
rpm hasta alcanzar una DOesoonm de 0.8, las células receptoras de A. brasilense Sp
7 se cultivaron en 5 mL de medio LB* a 30 °C a 150 rpm hasta que alcanzaron una
DOeoonm de 0.3. Se tomd6 1 mL de cada cultivo y se centrifugaron a 8000 rpm durante
2 min, se lavé el paquete celular dos veces con 1 mL de medio LB*. Se continué
resuspendiendo las células en 50 pl de LB*, mezclandose y colocandose en forma
de punto (20 pl en cada punto) sobre una placa de LB* sin antibiéticos. Después de
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24 h de incubacion a 30 °C, se tomaron las células de la placa y se resuspendieron
en 1 mL de medio minimo K-malato y se empaquetaron por centrifugacion a 8000
rpm por 2 min, se hicieron lavados del paquete celular con el mismo medio 2 veces.
Posteriormente, se resuspendieron las células en 1 mL de medio minimo K- malato
y se preparé una serie de diluciones (de 10*a 104) en un volumen de 100 ul y se
sembraron de forma masiva en placas de medio minimo K- malato complementado
con Tc 15 pg/mL y Gm 30 pg/mL. Se incubaron durante 48 h a 30 °C, las
transconjugantes se resembraron en placas de medio minimo K- malato
complementadas con 30 pg/mL de Gm y de manera simultanea se sembraron en
placas de medio minimo K- malato complementadas con 15 pg/mL de Tc.
Finalmente, las transconjugantes que resultaron GmRy TcR se consideraron como
posibles complementadas. A la cepa complementada se le denomino A. brasilense
2117. Para completar el estudio se origind la cepa que se us6é como control negativo,
ya que esta contiene el plasmido pJB3Tc20 vacio, que finalmente se denominé A.
brasilense 2118.

7.2.4 Curvas de crecimiento bacterianas.

Para evaluar el crecimiento de las cepas, se cultivaron en medio minimo K-malato
o0 medio minimo K suplementado con 20 mM de DL-alanina o D-alanina como fuente
de carbono (C), de la misma manera se utilizé el medio minimo K-malato
suplementado con 20 mM de DL-alanina como fuente de nitrégeno (N). Se
incubaron las cepas a 30 °C durante 36 o0 58 h con agitacion a 150 rpm. Finalmente,
se monitoreo el crecimiento de cada cepa a través de la medicién de la DOsoonm €n
intervalos de 4 h.

7.2.5 Cuantificacion de la unién de Rojo Congo alos EPS.

Partimos de un cultivo de medio RC de A. brasilense y derivadas, se sembraron las
cepas en matraces Erlenmeyer de 125 mL que contenian 25 mL de medio NfB*, se
incubaron a 30°C en condiciones estaticas durante 5 dias. Mas adelante, se
determiné la DOesoonmy se tomd 2 mL de cultivo que se sedimentaron a 10000 rpm
durante 3 min, se desecho el sobrenadante, se hizo un lavado con medio NfB* y se
resuspendio en 2 mL de medio NfB* al que se le afiadié una solucién al 0.005% de
colorante RC para lograr una concentracion final de 40 pg/mL, se incub6 durante 2
h a 30 °C con agitacion (200 rpm). Las células y los EPS unidos al RC se
recolectaron mediante centrifugacion a 10000 rpm a 5 min, para la determinacion
de la union de EPS necesitamos medir la cantidad de RC que no se unio por ello se
recuperd el sobrenadante de la muestra y se midié la absorbancia a 490 nm,
finalmente se comparo el resultado con una concentracion de RC adecuada (10—
300 pg/mL) para obtener la cantidad en mg de RC.

7.2.6 Analisis bioinformaticos.

Se identificaron las secuencias consenso para la unién de TyrR en el genoma de A.
brasilense Sp 7 (Referencia de la secuencia de NCBI: NZ_CP012914.1), utilizando
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la plataforma Find Individual Motif Occurrences (FIMO) (Grant et al., 2011), a partir
de los resultados arrojados y utilizando el servidor BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (Altschul et al., 1997) se realizaron alineamientos de nucleotidos para
la basqueda de las cajas TyrR putativas en el genoma de A. brasilense Sp 7 y
conocer asi su contexto gendémico, de esta forma se puede suponer cual es el gen
gue esta siendo regulado presuntivamente por TyrR. Continuando con el estudio
se hizo una prediccibn de dominios proteicos de las proteinas presuntamente
reguladas por TyrR con el programa SMART (Schultz et al.,1998); ademas de una
busqueda de los promotores de cada gen, para determinar por cual familia de o
estan siendo regulados, para esto se utilizoé el servicio BPROM de la plataforma
Softberry (Solovyev & Salamov, 2011) y la aplicacion Virtual Footprint de la base de
datos PRODORIC (Minch et al., 2005). Finalmente, para el disefio de los iniciadores
se utilizaron las herramientas SnapGene, Oligoanalyzer® y NEBcutter V2.0

Para el disefio de los iniciadores se tom6 en cuenta el vector al que se planean
clonar los fragmentos para las fusiones transcripcionales, para un trabajo futuro se
utilizard el plasmido pRU5611 derivado del pJP2 (Karunakaran et al., 2005), por ser
un pladsmido que muestra estabilidad en Azospirillum, en este vector se localizé un
sitio multiple de clonacién (MCS acrénimo del inglés), cuyos sitios de enzimas de
restriccion seran empleados para el disefio de los oligonucleétidos; asi como los
genes reporteros gfp y gusA que codifican para las proteinas verde fluorescente y
B-glucoronidasa que indicaran el papel del regulador transcripcional putativo en la
expresion del promotor clonado, cuando las fusiones sean introducidas a las cepas
silvestre y mutante 2116 (Figura 10).

B)

HindIIX Clax Salx

PRUL1SE

Pmel Pacl PstI BamHI

Hpal Kpnl

Figura 10. Vector pRU1156. A) Mapa del plasmido pRU1156 donde se puede observar la ubicacion
del MCS y los genes que contiene. B) Secuencia del MCS, en el que se marcan los sitios de las
enzimas de restriccion. Las enzimas en negritas solo tienen un sitio de corte. Fuente: Karunakaran
et al., 2005.
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8. Resultados.

8.1 Andlisis bioinformético de las secuencias consenso para presuntos
sitios de union de TyrR en el genoma de A. brasilense Sp7.

Utilizando el conjunto de cajas TyrR de E. coli (Pittard et al., 2005; Andrews et al.,
1991), E. cloacae (Ryu & Patten 2008), y Yersinia pestis (Deng et al., 2015), todas
estas con una identidad del 100% en “cajas fuertes TyrR”, pudimos obtener la
secuencia consenso: TGTAACG-N4-CTTTACA con la que posteriormente se
escaneo el genoma de A. brasilense Sp 7 en el programa FIMO (Grant et al., 2011),
en el que encontramos una lista de secuencias que potencialmente podrian unir a
TyrR. De esta manera identificamos motivos que tienen una fuerte homologia con
los descritos como sitios de unién de TyrR.

Para comenzar con el estudio bioinformético, se analizaron las secuencias
adyacentes al gen tyrR, en las que se hallaron tres regiones consenso para la unién
de TyrR en la region intergénica entre el gen tyrR y el gen dadA. El andlisis predijo
dos cajas putativas rio arriba de tyrR y una tercera caja rio abajo de dadA (Figura
11).

Regulador transcripcional (TyrR) ~ D-3minodcido deshidrogenasa (DadA)

tyrR
GTCGATGCGCATGGTTCTCCCCGGTAGAGGGGCGAGTGTACCACGATGGGCG
Bl st

fHrR-1 Box HyrR-2 Box
CATCEGTAAACAATCGTGTACGjTGTAACGATTTCTGTACdGATCAGGCAAT

(1(:A'1"[‘(;'1"I‘?Eﬁéjh_h_’l_‘éfﬁ!‘:l‘_’l‘_{é‘il_u\(1‘A(;'l‘AAA(;GAAG(1A(:Gr5(,;‘1'(3(,;(;[,;'1‘(;}\’1‘
JTGTAACGATTTGTGTACGCCTTGTCCGGCACCCGGCTGTCCGCCCCAGTG
TTTCCGCGGCTTCCGGCACTTGGCATCGCGTTTGCGAATGGGATGCGAACAA
ATCCGTGATCTCGGGAGCCTCCACATGCGCGTCATC

Figura 11. Secuencias de los elementos cis contenidos en la region promotora intergénica de
los genes tyrR y dadA de A. brasilense Sp7. Cada caja TyrR esta remarcada por un rectangulo,
las regiones promotoras -12 y -24 se indican en negritas y subrayadas por una linea punteada. Las
flechas muestran los ORF de los genes tyrR y dadA. Las cajas TyrR en el genoma de A. brasilense
Sp7 se identificaron utilizando el software FIMO. Fuente: Jijon-Moreno et al. 2019.

De igual forma hicimos un estudio comparativo del grado de homologia de estas
regiones con respecto a la secuencia consenso de union de TyrR solo de E. coli
(Pittard et al., 2005), ya que sabemos la homologia de las cajas es un factor en la
afinidad de la unién de la proteina (Figura 12).
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Porcentaje de Porcentaje de
Homeologia GC de la region
intermedia

Secuenciaconsenso(Ecofi) | T |G |T |A A |[A|JN|N [N |N|N|N]JT [T |T|A |C|[A -
CaiaTyrR1 | C |G |T [A A JA]JC[A[A|T |C |G )T |G |T |A C|G 5% 50%
CajaTyrR2 | T |G |T [A|A |CJG A |T |T |T [C]JT |G |T [A|C |G 75% 33.3%
CajaTyrR23 | T |G |T |A A |[C|G|A |T|T|T |G]|T |G |T |A |C|G 5% 33.3%

Figura 12. Homologia con respecto a la secuencia consenso de la caja TyrR de E. coli de las
cajas TyrRde laregion intergénica entre el gen tyrRy dadA en A. brasilense Sp7. En laimagen
se pueden observar las secuencias de las cajas TyrR a analizar, en amarillo se resaltan los
nucledtidos homologos y la zona intermedia esta marcada en azul.

8.2 Crecimiento de las cepas 2116, 2117 y 2118 con D-alanina como Unica
fuente de carbono y nitrégeno.

En microorganismos como E. coli y P. aeruginosa la posesion de la D-alanina
deshidrogenasa (DAO) confiere la capacidad de utilizar la D- y L- alanina como
fuente de carbono, energia y nitrogeno para el crecimiento (Franklin & Venables,
1976). En el andlisis de promotores se predijo la posicidén de supuestas cajas TyrR
en la region intergénica entre los genes tyrR y dadA, lo que sugiere que la
transcripcion del gen que codifica para la DAO seria regulada por el factor TyrR,
esto llevo a investigar si la mutacion tyrR involucraba la interrupcion del catabolismo
del aminoacido D-alanina. En los resultados la mutacion del gen tyrR en A.
brasilense Sp 7 suprimio el crecimiento de la cepa en medio minimo suplementado
con D-alanina como Unica fuente de C, por lo que se formulé la hipotesis de que
TyrR desempefia un papel en la utilizacion de D-alanina como fuente de N. Para
comprobar esta hipotesis, se examind la capacidad de las cepas Sp7, 2116, 2117 y
2118 para crecer en medio minimo DL-malato sin cloruro de amonio (NH4ClI) pero
adicionado con D-alanina (20 mM) como Unica fuente de N. Los resultados fueron:
la mutante tyrR mostro un crecimiento significativamente reducido, mientras que la
cepa silvestre Sp 7 tiene un patrén similar al crecimiento en medio minimo K-malato,
en la cepa complementada, en la que se reintroduce el gen, se restaurd
completamente el crecimiento a los niveles de la cepa silvestre y finalmente la cepa
2118 que tenia funcion de control negativo al poseer el vector vacio, no restauro el
crecimiento, lo que nos indica que el fenotipo de crecimiento reducido se debe a la
mutacion del gen tyrR (Figura 13). Con estos resultados se infirio que la enzima
DAO codificada por el gen AMK58_RS07035 es necesaria para la utilizacién de D-
alanina como fuente de N en A. brasilense Sp7 y su expresion genética puede estar
siendo afectada por la participacion de TyrR.
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Figura 13. Curvas de crecimiento de las cepas A. brasilense Sp7, 2116, 2117y 2118. A) Cinética
de crecimiento de las cepas a estudiar en medio minimo con malato o con DL-alanina como fuente
de C. Las cepas se cultivaron en medio minimo complementadas con malato (20 mM) o DL-alanina
(20 mM) como fuente de C. El crecimiento se siguié midiendo la DOsoonm €n periodos de 4 h hasta
las 36 h. B) Crecimiento de A. brasilense Sp7 y derivadas en medio minimo con D- alanina como
Unica fuente de N. Las cepas se cultivaron en medio minimo DL-malato suplementado con D-alanina
(20mM) como unica fuente de N. El crecimiento se siguié midiendo la DOsoonm €n periodos de 4 h
hasta las 36 h.

1. 2,

Figura 14. Cultivo de la cepa silvestre de A. brasilense Sp7 y la mutante A. brasilense 2116. 1)
Cultivo de A. brasilense Sp7 y A. brasilense 2116 en medio minimo con alanina como Unica fuente
de C a las 48 horas de crecimiento, 2. Cultivo de A. brasilense Sp7 y A. brasilense 2116 en placa de
medio minimo con alanina como Unica fuente de C complementado con RC a los 5 dias de
crecimiento
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8.3 Alteracion en la sintesis de EPS.

Se observé que el crecimiento de la mutante 2116 en medio RC tenia un aspecto
diferente al de la cepa silvestre Sp7, lo que sugiere que la captacion del colorante
RC disminuye considerablemente (Figura 14), del mismo modo, se observo que en
la cepa complementada el fenotipo de la mutante se restaurdé. Para confirmar los
datos, se utilizé el método de cuantificacion de la union de RC a los EPS, ya que se
sabe que las bacterias del género Azospirillum son comunmente identificadas con
este colorante gracias a la afinidad que tiene con los EPS de estas bacterias.
Asimismo, los EPS estadn asociados a la estructura de matriz de la biopelicula
(Viruega-Gongora et al. 2020). En los resultados, se puede observar que la union
del RC a los EPS en la mutante disminuyé de manera significativa con respecto a
lo visto en la cepa Sp7, finalmente en la cepa complementada el fenotipo se restauro

(Figura 15).

RC mg/ DOgoonm

(35
!

©

Sp7 2116
Cepas

Figura 15. Cuantificaciéon de la unidon de RC a los EPS de las cepas A. brasilense Sp7, 2116y
2117. Ensayo de union del RC a EPS. Las células fueron cultivadas en medio RC solidificado
inoculando 10 uL de cada cepa, cuando estas alcanzaron una DOeoonm de 1.0, durante 72 h a 30° C.
Para la cuantificacion de la unién de RC a los EPS se siguié el método descrito en el apartado de
Material y Métodos. La unién del colorante se expresa en mg de RC/DOeoonm.
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8.4 Seleccion y andlisis de genes paralos que se realiz6 disefio de iniciadores.

Con los resultados del programa FIMO (Grant et al., 2011), observamos la posicion
de cada secuencia consenso en el genoma y al conocer su contexto genémico
pudimos predecir que genes son regulados putativamente por TyrR (Anexo 12.4).
Con la prediccion de dominios proteicos hecha con la aplicacion SMART nos
proporciond informacion para conocer las estructuras de los productos de los genes,
lo que nos permite inferir en que procesos metabdlicos pudieran estar involucradas
estas proteinas. Adicional a esto, utilizando los servidores SoftBerry (Solovyev &
Salamov, 2011) y Virtual Footprint (Minch et al., 2005), para localizar sitios de
reconocimiento de los factores sigma, que sugiera o no que el factor -54 esté
involucrado en la regulacion de la transcripcién de los genes.

Para seleccionar a los genes que se consideran de interés en el estudio, se tomaron
en cuenta los siguientes criterios de inclusion:

e La distancia de la secuencia consenso TyrR con el ORF del gen de interés,
gue se encontrara en un rango de aproximadamente 50 a 400 p.b.

e El contexto gendémico, asi como la direccién de la transcripciéon de los genes
rio arriba y rio abajo.

e Dominios proteicos que contiene la proteina codificada por el gen que se
encuentra putativamente regulado por TyrR.

e El factor sigma involucrado, que preferiblemente contaran con la secuencia
consenso de 054.

e El proceso celular en el que podria estar involucrado el gen de interés, que
pudiera estar implicado en procesos de sefalizacion.

Finalmente, con nuestros criterios de seleccion se eligieron nueves genes, para los
cuales ademas se disefiaron oligonucledtidos para su andlisis experimental
posterior.

31



. TTAACGAGETECC
AMKSES _RS03745 Cadena Lider TGTATTGCAS ey
Histidina cinasa (Cromasomsa) AATTGACA | 'O Gescc;ig}-@ T EEE
ﬁ'g%m Cad Lider GGTAACCCGA TGGGGE-TGA%GGA
na para ( ) TATTTACG 70 TGACTTTTCGECAG 3THa 107 p.b
quimictaxis CheY LIS e ACT
Cadena GTCATAAATATGAC
mxﬁaﬁggmsm complementaria %ﬂﬁ“ 70 | CAGAMACCCCTAMA | 6305 398 pb
(Cromosoma) e AT
AMKSE_RS047T55
Proteina con Cadena GAA GACCTGCATCTT
dominic complementaria -Iﬁﬁ—m#::gga 70 Tmmﬁr 369 179 pb
adenilato/guanilato (Cromosoma) — E—
ciclasa
AMKEB_PRSZESED Cadena
PJE:}?.-':EET I AMELETT TETrrrrE::TG oL A-'II—'I'I'CTTGCATAAT e IR
S (Plazmido 2) —_—
AMKSE_RS14355
Proteina de Cadenalider | CGTTACGCTT | e 7108 5o b
transporte de hierro (Plasmida 1) ATTTTACA 2l A . P-
ferrozo A e
AMKSES _RS12430 Cadena lider TGGACAGCTA - o oo .
Glucoziliransferaza (Cromozoma) CCTIGTCCG
AMESS_RS112585 5 ACGOCCTTAGGAMS
EEL Cadenalider | TGTATAGTTA Sy
Proteina ﬁji_ldurﬂ de fc ) TAAGTCACA 70 AAGGTTAATGTATA LRIL28 T4pb
calcio — GT
e Cadenalider | TGICACGTTA | _ | TTTAGTGCGTCGCA | ... 50 b
familia OmpA. (Cromosoma) CATGCACG GCACTGTG p.

Tabla 4. Analisis de los genes elegidos para disefio de iniciadores. En la tabla se muestra en
verde, la informacién correspondiente al gen, en la fila amarilla esta la secuencia consenso de la
Caja TyrR que se encuentra rio arriba del gen en negritas se remarcan los nucleétidos conservados
con respecto al consenso. La informacién de las filas color rojo, es la correspondiente al analisis de
la busqueda de promotores. En el caso del gen AMK58 RS12430 los servidores informaticos no
indicaron ninguna homologia para las secuencias de union de sigma.

8.4.1 Criterios a tomar en cuenta para el disefio de los iniciadores.

Para realizar el disefio de los oligonucledtidos, realizamos una investigacion de los
criterios que se deben cumplir segun la bibliografia y lo observado
experimentalmente, la investigacion finalmente nos lleva a realizar un listado con
los criterios, pero antes es preciso tener presente que se debe ser laxo con estas
premisas ya que cada disefio es distinto y siempre se debe considerar el fin del
estudio a realizar:

e Los cebadores deben tener entre 18- 24 pares de bases de longitud.

e Tener unaTm (Temperatura de hibridacién) en un rango de 52 °C a 62 °C.
e El contenido de G:C entre 40% - 60%.

e La diferencia de Tm entre los dos cebadores no debe ser mayor a 5°C.
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e Los iniciadores no deben favorecer las horquillas ni tener secuencias
autocomplementarias.

e La energia libre de Gibbs (AG) de las horquillas, ya sean homodiméricas o
heterodiméricas, deben ser < a -5.6 kcal/mol. Cuando los oligonucleétidos
tienen una secuencia de enzima de restriccion es comun que pasen de este
valor, experimentalmente no tiene repercusiones.

e Si en el estudio para el que su utilizaran los oligonucleétidos se hara una
clonacion posteriormente, hay que tener en cuenta el plasmido en el que se
planea clonar el fragmento, para agregar los sitios para las enzimas de
restriccion. Si se utilizara un sitio multiple de clonacion, hay que tener en
consideracion no tener los mismos sitios de restriccion en el amplificado.

e Debemos considerar que los cebadores sean especificos para la regiéon a
amplificar y que no tengan més sitios de hibridacioén en el genoma en el que
se realizara el estudio (Buck et al., 1999).

8.4.2 Analisis de la region rio arriba del gen que codifica para una proteina
cinasa histidinica.

Las proteinas cinasas histidinicas tienen un papel importante en la transduccion de
sefiales, actuan como transferasas de grupos fosfato. Ademas, participan en los
sistemas de dos componentes, esto indica que son elementos clave en las redes de
sefializacion en bacterias y participan en la regulacion de varias funciones celulares.
En los resultados obtenidos en el presente trabajo, se identificO al gen
AMK58 RS03745 que codifica para una cinasa histidinica, la cual contiene: un
dominio CHASE, un dominio PAS, un dominio fosfoaceptor (HisKA) y un dominio
con actividad de ATPasa (HATPase_c) (Figura 16) (Wolanin et al., 2002).

TSR EREE T~ G G TCGCTGCCGETGCT TEGECECGECETTGCECGE Caja TyrR * Cromosoma
AT T ECAGANT TEACA T CCALAT GAGAGCGCARTCCCTCTGCARATGACARTCRAT Caja-35y 10 *  Cadena Lider
AGTCGEGECGCTCCGTGTCCTCGCCGERAACCGRCTATCCATTTGGGAGCATARGEECT
TTTCCATTALCEAGGTGCCEEGCCECT TGCTATAGTCGEATGATCCGACGATTTTGET Oligonucledtidos
2nanacacc NG AN CN IEEEEEHEE - C2hoACCCOGETC RE

M P L LD RTRTP RTP RTYV =

435pb 24pb 574pb 14pb

o ] [ ] N 3
AMKS8_RS03735 AMKS8_RS03740 AMKSS_RS03745 ‘ —

Proteina hipotética W Histidlina cinasa Enoil-CoA hidratasa Acetato quinasa '

I @ - E@ Esxﬂ Epase-:c'::-

Figura 16. Contexto genético y region rio arriba del gen que codifica para una proteina cinasa
histidinica. Referencia de la Secuencia de NCBI utilizada: NZ_CP012914.1. El diagrama presentado
se realiz6 utilizando la informacién obtenida de los servidores: FIMO, SoftBerry, Virtual Footprint y
SMART.
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8.4.3 Disefio de iniciadores y simulacion de la construccién en el vector
pRU1156 para laregion rio arriba del gen AMK58 RS03745.

Posterior al andlisis de la region rio arriba del gen, empleamos los programas
informaticos: SnapGene y Oligoanalyzer para el disefio de los oligonucleétidos.

Delantero (Foward)

Reverso (Reverse)

Mombre AMEIT45 F AMEIT45 R

Secuencia (5-3" TAAAGCTTCCTGAAGTCCTGAGGAGGETT | ATACTAGTGGCATTGCACCCGTTCCCAG
Secuencia de enzima afiadida Hindlll (AAGCTT) Spel (ACTAGT)

Tamano 28pb 28pb

WaGC 46.4 % 536 %

Tm 60.8 °C 53.8°C

Homo-dimero (AG mas alta) -10.23 keal/mal -7.05 keal/mol
Hetero-dimero (AG mas alta) -4.64 kcalmol

Tamano del amplificado 279pb

Tabla 5. Informacion de los iniciadores disefiados para la amplificacion de la region rio arriba
del gen AMK58_RS03745. Informacién obtenida en el servidor Oligo Analyzer.

Posterior al disefio de iniciadores, se procedié a realizar una simulacién de la
construccion utilizando el vector pRU1156 y el gen AMK58 RS03745 (Figura 17).

il ‘IL 5e
AMKSB_R503740 _— "> 1 I AMKSB_RS03745
-35
Caja TyrR  -10
T 18 157 FooL T
[Caga Tyl | [
AMKSE_RS03740 33 AMK 38 _R503743
HimdIIl Spel HindIIl Spel
{11) (167) 4 (272 Hindil1 spel
|
Vector _I_ Insert _’, Product
12,960 bp 258 bp ( 13,228 bp )
=
P o e ctagtgg. - - AGCTTCC. . .CCA -..CCBAGCTTCC. . .CCACTAGELQQ. . .
...ggttcga acc. .. AGG...0GTGATC -..-ggtTCGAAGG. . .GG6TGATCace. ..

Figura 17. Simulacion de la construccién del vector con el amplificado para el estudio de la
regién promotora del gen AMK58 RS03745. A) Contexto genético donde se observa la ubicacion
de los oligonucledtidos, inicialmente, se cre6 una simulacién de la regién a amplificar. B) Simulacion
del corte con enzimas de restriccion (Hindlll y Spel) del vector y posteriormente del inserto para
finalmente obtener la simulacién de la construccion esperada, de esta forma también se comprobo
el correcto disefio de los oligonucledtidos. La simulacion se realiz6 con el programa SnapGene.

Para comprobar la correcta construccion del vector, es necesario realizar cortes con
enzimas de restriccion, cuyo patron se observa a continuacion.
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1.2 v | % agarose

Figura 18. Simulacion de gel de agarosa al 1.2% de los cortes enzimaticos para la
comprobacidon de la construcciéon. MW: Marcador de peso molecular, Carril 1: Amplificado
utilizando los oligonucleétidos AMK3745 F y AMK3745 R en el genoma de A. brasilense Sp 7 (279
pb), Carril 2: Amplificado después de los cortes con las enzimas de restriccion Hindlll y Spel (268
pb), se observa una pequefia linea que corresponde a los pares de bases complementarios de las
enzimas de restriccidn (8 pb), Carril 3: Alineamiento del vector pRU1156 con las enzimas Hindlll y
Spel (12960 pb), se libera la regidén entre ambas enzimas (156 pb). Carril 4: Alineamiento de la
construccion con la enzima Hindlll (13228 pb). Carril 5: Comprobacion de la construccion. Utilizando
las enzimas Hindlll y Spel, se debe observar una banda de 12960 pb que corresponde al vector y
una banda de 268 pb que corresponde a la regién que nos interesa estudiar. La simulacién se realizé
con el programa SnapGene.

8.4.4 Andlisis de laregion rio arriba del gen que codifica para una proteina
implicada en quimiotaxis CheY.

La proteina CheY tiene actividad en la transduccion de sefales, involucrada en la
guimiotaxis, por ser un regulador de respuesta que al recibir el grupo fosforilo de la
cinasa histidinica CheA presenta afinidad por el motor flagelar. La unién de CheY
fosforilado al motor flagelar activa el interruptor en la direccion de la rotaciéon del
flagelo, lo que provoca una inversion en el nado de la bacteria (Mukherjee et al.,
2019).

Esta proteina esta codificada por el gen AMK58_RS03835. Contiene un dominio
REC, que se caracteriza por tener un residuo de aspartato que sera el aceptor del
grupo fosforilo en su region N-terminal (Galperin, 2006). En la siguiente imagen se
muestra la secuencia rio arriba del gen que codifica para la proteina CheY, su
contexto genético y los dominios presentes en su estructura (Figura 19).
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5 L)
AMEKS8_R503825

GGGAGGTCGAAGTETCGCAT TEGTTEAGLCAGECEACATCECCEATCATCGTCTGAGEE Cromosoma
AAATGECCTAGGETEEACCATECCGECEAACAGEEECETATCCAGCGAGAATCAGCCCG | AN Cadena Lider
TGCGTTCEC CCCACCCGACGCAGGGGTATGTCCGTTCGG | Caja-35y -10
ACCGCCECCGGACGCGCGTCCETGCCTIGGAGCEATGCCTCATCGCGCCGEGECECEGC
GGAAATTCGGCOGETCT T BN O AT T ACE CCCGTACGTCACTGTGGCCGTGAG Oligonucledtidos
GGATGACTTTTCGECAGACT TAAGGCATCACAGTCGGACCAGRCCGACCTCGECECACG | ORF
CCATGCAGCGOCEEGECGEECTEAACECCEEECCEECECCINENIEEINCENTEEEEs
GACGCGTAGATGAAGATCCTTGTCGTCGATGACTAC
M K I L V V D D Y

108 pb 3|58 |p.b ipb 201phb
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Proteina hipotética
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Figura 19. Contexto genético y region rio arriba del gen que codifica para una proteina
implicada en quimiotaxis CheY. Referencia de la Secuencia de NCBI utilizada: NZ_CP012914.1.
El diagrama presentado se realizé utilizando la informacion obtenida de los servidores: FIMO,
SoftBerry, Virtual Footprint y SMART.

8.4.5 Disefio de iniciadores y simulacidon de la construccion en el vector
pRU1156 para la region rio arriba del gen AMK58 RS03835.

Posterior al andlisis de la region rio arriba del gen, empleamos los programas
informaticos: SnapGene y Oligoanalyzer para el disefio de los oligonucleétidos.

Delantero (Foward) Reverso (Reverse)
Nombre AMK3335 F AMK3835 R
Secuencia (5-37) ATAAGCTTCTGTGAAATCTGGCAAGGTC | CTACTAGTCCGCATTCTTICCGTTGCTA
Secuencia de enzima afiadida Hindlll (AAGCTT) Spel (ACTAGT)
Tamario 28 pb 27 pb
%GC 429 % 481 %
Tm 59°C K97 °C
Homo-dimero (AG mas alta) -10.23 kcal/mol -5.84 kcal/mole
Hetero-dimero (AG mas alta) -7.04 kcal/mole
Tamario del amplificado 302 phb

Tabla 6. Informacion de los iniciadores disefiados para la amplificacion de laregion rio arriba
del gen AMK58_RS03835. Informacién obtenida en el servidor Oligo Analyzer.
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A)

AMK58_FS03830 e il

Caja TyrRt 35

B)
HindIIl Spel HindIII Spel
[11) (167) (4) {295) Hlnldlll SEiE[
Vector Product
(=B
...CCA ctagtgg. .. AGCTTCT. ..GGA ... CCAAGCTTCT...GGACTAGEDD. . .
...ggttcga ACC. .. AGA. . . CCTGATC ...0gtTCGAAGA. .. .CCTGATCace. ..

Figura 20. Simulacion de la construccién del vector con el amplificado para el estudio de la
region promotora del gen AMK58_RS03835. A) Contexto genético donde se observa la ubicacion
de los oligonucledtidos, inicialmente, se cre6 una simulacion de la region a amplificar. B) Simulacion
del corte con enzimas de restriccion (Hindlll y Spel) del vector y posteriormente del inserto para
finalmente obtener la simulacién de la construccion esperada, de esta forma también se comprob6
el correcto disefio de los oligonucleétidos. La simulacién se realiz6 con el programa SnapGene.

|
12060 p.b | 12060 p_b
13261 p.b

1.2 = | % agarose

Figura 21. Simulacion de gel de agarosa al 1.2% de los cortes enzimaticos para la
comprobacién de la construccién. MW: Marcador de peso molecular, Carril 1: Amplificado
utilizando los oligonucleétidos AMK3835 F y AMK3835 R en el genoma de A. brasilense Sp 7 (302
pb), Carril 2: Amplificado después de los cortes con las enzimas de restriccion Hindlll y Spel (291
pb), se observa una pequefia linea que corresponde a los pares de bases complementarios de las
enzimas de restriccion (8 pb), Carril 3: Linealizacion del vector pRU1156 con las enzimas Hindlll y
Spel (12960 pb), se libera la regién entre ambas enzimas (156 pb). Carril 4: Linealizacién de la
construccion con la enzima Hindlll (13251 pb). Carril 5: Comprobacién de la construccion. Utilizando
las enzimas Hindlll y Spel, se debe observar una banda de 12960 pb que corresponde al vector y
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una banda de 291 p.b que corresponde a la regidon que nos interesa estudiar. La simulacion se realiz6
con el programa SnapGene.

8.4.6 Andlisis de la regién rio arriba del gen que codifica para una proteina
receptora de quimiotaxis.

Se predice que el gen AMK58 RS04505 codifica para una proteina receptora de
guimiotaxis, en el analisis se observé que en esta proteina se encuentra: un dominio
HAMP, un dominio MA y finalmente un dominio PilZ (Figura 22).

Los cambios en las concentraciones de los quimioefectores son detectados por los
guimiorreceptores (MCPs), al unirse un quimioefector con una MCP conducira a un
cambio conformacional que se transmitira al motor flagelar por una cascada de
fosforelevo. De manera interesante podemos resaltar que el dominio PilZ representa
una de las clases mejor caracterizadas de efectores de di-GMP-c, ya que estos
receptores parecen tener las mayores afinidades al segundo mensajero, cuando el
di-GMP-c se une al dominio PilZ este cambia su conformacion y regula de manera
alostérica las actividades de los dominios de salida vinculados, ademas funciona
como un maodulo verséatil que regula diversas actividades que son dependientes de
di-GMP-c. Este dominio esta presente en el receptor de quimiotaxis Tlpl de A.
brasilense que tiene funcion como sensor de energia e interviene en la capacidad
de la bacteria para navegar en gradientes de compuestos que afectan los niveles
de energia intracelular, como son el oxigeno y los &cidos organicos (Amikam &
Galperin, 2006; Galperin & Chou, 2019; O’'Neal et al., 2019; O’Neal et al., 2017).

Caja TyrR GCCCGCARGAARATCACCCHIEEI e RS EEEE - T C GG TTATAALACCCATATATTCGETCATARRTATGE
. CCAGRRACCCCTARRATATTCTTCCCAGCACACCCACGACTTCARRCACCCAATCACCACGCATCGCATTTTCACATEEAET
EEEha BN CEET TACT L TALCGRGAGCGCACATCAGEECTTCGTAATAGGATARACGETARACTTGATTTCARGTTTGAT TGGAT
Dligonucledtidos GRATTGTCCATTCEACACATCTGACAGCGECAAGTCCGCAGCAGARATATATGGRATGGAGCATTGTTATGRAATTTCTTGCA
CGCCATERACGATCARACGARAGACARCGCTGETCTCTGTGTTTGTTT T TTTCGTCATGGCGATCGCARCTTTCCTCGTCGGE
ORF ACCGRRACATCGCEECAGGRACAGCRCCTETCCCATGTCCGCCAGRCCECCEATGAGETEAGCCECARGETEETGCCECTGR
GCGRAGCTEATCGCCARCATCCETTACGACGTGECECAGGTGCAGCAGTRETTGACCCACGTETCGGCEACCCGTGEECTEGR
L I
CGGGCTEEACGATEETCCGECEARGGCGEACGAGTTCGCARAGGCCTTCECCCAGCATGCCGAGARCGCCCATGCCGTOGT
A NIRYDVAOQV QQWILTUDTYVSATIRGTULUDG LD
CGCGARCTGEGGECTETC GCCGCCACCCAGET
D G P A KAUDTETFHAZ KU ATFH ATOQH

Cromosoma
Cadena
complementaria

342 pb
P 567 p.b 262pb 3s2ph

5 ﬂ ’_‘ ’_‘ ’_‘ | 3

AMKS8_RS045500 AMKS8_RS04505 AMKS8_RS04510 _
Malato Sintasa G

N-formilglutamato amidohidrolasa Proteina W MCP \ Recombinasa Rech

Figura 22. Contexto genético y region rio arriba del gen que codifica para una proteina
implicada receptora de quimiotaxis. Referencia de la Secuencia de NCBI utilizada:
NZ_CP012914.1. El diagrama presentado se realiz6 utilizando la informacion obtenida de los
servidores: FIMO, SoftBerry, Virtual Footprint y SMART.
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8.4.7 Disefio de iniciadores y simulacidon de la construccion en el vector

pRU1156 para laregion rio arriba del gen AMK58 RS04510.

Delantero {Foward) Reverso (Reverse)
Nombre AMK4510_F AMK4510_R
Secuencia (5-3") TTAAGCTTGGACATAAAATCAGGCGC CTACTAGTGATGCTCCGCACCATCTC
Secuencia de enzima afiadida Hindlll {AAGCTT) Spel (ACTAGT)
Tamafio 26 p.b 26pb
%GC 423 % 53.8 %
Tm 58 °C 60.3 °C
Homo-dimero (AG mas alta) -10.23 kealimaol -6.84 kcal/mol
Hetero-dimero (AG mas alta) -6.75 kcalimol
Tamafio del amplificado 684 p.b

Tabla 7. Informacion de los iniciadores disefiados para la amplificacion de laregion rio arriba
del gen AMK58 _RS04510. Informacién obtenida en el servidor Oligo Analyzer.

A)
Reverse Foward
L
AMK58_R504510 1n AMK58_R504515
Caja TyrR  |-35
-10
Eo el B! —
Caja Tyt -0 -35
B)
Hindlll Spel HindI1t Spel
(11) (167) (677) () Hinldm SDIQI
Vector Insert Product
g )+ > ( )
=
c..CCA ctagtgg... AGCTTGG...TCA «. . CCAAGCTTGG. .. TCACTAGLgY. ..
...ggttcga 8cc. .. ACC...AGTGATC - -.ggtTCBAACC. . .AGTBATCacc. . .

Figura 23. Simulacion de la construccién del vector con el amplificado para el estudio de la
region promotora del gen AMK58_RS04510. A) Contexto genético donde se observa la ubicacion
de los oligonucledtidos, inicialmente, se cre6 una simulacion de la region a amplificar. B) Simulacion
del corte con enzimas de restriccion (Hindlll y Spel) del vector y posteriormente del inserto para
finalmente obtener la simulacién de la construccion esperada, de esta forma también se comprobd
el correcto disefio de los oligonucleétidos. La simulacion se realizé con el programa SnapGene.
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Figura 24. Simulacion de gel de agarosa al 1.2% de los cortes enzimaticos para la
comprobacién de la construccion. MW: Marcador de peso molecular, Carril 1: Amplificado
utilizando los oligonucleétidos AMK4510 F y AMK4510_R en el genoma de A. brasilense Sp 7 (684
pb), Carril 2: Amplificado después de los cortes con las enzimas de restriccion Hindlll y Spel (673
pb), se observa una pequefia linea que corresponde a los pares de bases complementarios de las
enzimas de restriccion (8 pb), Carril 3: Linealizacion del vector pRU1156 con las enzimas Hindlll y
Spel (12960 pb), se libera la region entre ambas enzimas (156 pb). Carril 4: Linealizaciéon de la
construccion con la enzima Hindlll (13633 pb). Carril 5: Comprobacion de la construccion. Utilizando
las enzimas Hindlll y Spel, se debe observar una banda de 12960 pb que corresponde al vector y
una banda de 673 pb que corresponde a la regidn que nos interesa estudiar. La simulacion se realizé
con el programa SnapGene.

8.4.8 Andlisis delaregion rio arriba del gen que codifica parauna proteinacon
dominio adenilato/guanilato ciclasa.

En esta proteina codificada por el gen AMK58 RS04755 encontramos un dominio
CYCc y un dominio FHA (Figura 25). El dominio CYCc tiene una actividad catalitica
de guanilato ciclasa, ya que promueve la formaciéon de GMP ciclico (GMPc) a partir
de GTP. El GMPc participa como segundo mensajero. A las proteinas con este
dominio las encontramos en forma soluble o ancladas a la membrana, la mayoria
de las formas unidas a la membrana tienen funcibn como receptores de pequefios
polipéptidos, las formas solubles son comunmente encontradas como
heterodimeros. En las células podemos encontrar receptores cuyas funciones son
reguladas por el GMPc (fosfodiesterasas, proteinas cinasas reguladas y canales
ionicos) (Garbers, 1992).

El dominio FHA es un dominio de reconocimiento de fosfopéptidos, el cual se
encuentran en muchas proteinas reguladoras. Este dominio esta presente en una
amplia gama de proteinas que participan en diferentes procesos celulares como
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son: reparacion del ADN, transduccion de sefiales transporte vesicular, degradacion
de proteinas, etcétera (Durocher & Jackson, 2002).

ja TyrR

Cal. . GCGARGCGCCCCGUCCARCCCECTCAGCGOCACGCGATCEEAGGCGECGICGCCACTCGCGECG
-y oL ACCGCCTCGGACGATGAGEECGCCCTEETGEATCGGGACAGGACCGEALLCGACGAGGCCECCE
Oligonucledtidos ACGCTACLCCCEAT. O IBEEE . G2 G CCACGCCGGCGECGCGCAGACRACE
CCCCTEACCTGCATCTTATGAGGGARLALATARACACGCAACATARCCCTTGAGGGCCGETCGE
ORF CGCTCGGGCTECEECARGECGCCCECECGGIACGCGEETCCCARCGTCTCTGTRACCGTTACGE
ACGETTGTGATATEACGE AN AT CEECTETACE T GTGCCCCECTTTCCGCARCCTCCAGT
L GCCCCTCGCGCTCCTCTTCGTGGACATCGCCGRCAGT

Cromosoma TTCE
Cadena ) M E K P LATLTULTFVDTIB ATD S
complementaria ACGCTGCTCTATCGAGTTGECGEECGACCECARGGCGECEECGCTGACCCRAGCE

T L L ¥ E L A G D RZKOAAOATULTQ R

s0ph 380ph 412ph 2pb
5' H 3
AMKS8_RS04745 AMKS8_R504750 AMEKS8_RS04755 }—
Ferredoxina Proteina de fijacién de nitrégenc Nifg Proteina con dominio Proteina hipotética Activador transcripcional especifico de nif (NifA)

adenilato/guanilato ciclasa

‘ CYCc > = FHA

Figura 25. Contexto genético y regién rio arriba del gen que codifica para una proteina con
dominio adenilato/guanilato ciclasa. Referencia de la Secuencia de NCBI utilizada:
NZ_CP012914.1. El diagrama presentado se realiz6 utilizando la informacion obtenida de los
servidores: FIMO, SoftBerry, Virtual Footprinty SMART.

8.4.9 Disefio de iniciadores y simulacion de la construccion en el vector
pRU1156 para laregién rio arriba del gen AMK58 RS04755.

Delantero (Foward) Reverso (Reverse)
Nombre AMKATES_F ANKATES R
Secuencia (5-3") TTAAGCTTCTGTCATGATTCCCTCCGTG CTACTAGTTTCCATCCCGTGCAATGGC
Secuencia de enzima afiadida Hindlll (AAGCTT) Spel (ACTAGT)
Tamafio 28pb 27pb
%GC 46.4 % 51.9 %
Tm 60.1 °C 61.2°C
Homo-dimero (AG mas alta) -10.23 kcal/mol -7.05 kcal/mol
Hetero-dimero (AG mas alta) -3.61 kcal/mole
Tamario del amplificado 282pb

Tabla 8. Informacion de los iniciadores disefiados para la amplificacion de laregion rio arriba
del gen AMK58_RS04755. Informacion obtenida en el servidor Oligo Analyzer.
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A) Reverse 10 Foward

—————
AMKSS_RS04755 (] on o AMKSE_RS04760

Caja TyfR -35
oy Ty T oo e}
5 1) ()
AMKSE_RS04T55 Caja Ty -35 AMKSE_RS04760
B)
Hind11I Spel HindIIl Spel
(11) (167) (275) (4) Hlnldlll Splel
Vector Insert Product
22, + - ( e )
=]
e CCAl ctagtgg... AGCTTCT. . .AAA ...CCBAGCTTCT. ..AAACTAGLgg. . .
...ggttega ace. .. AGA...TTTGATC ...g0tTCGAAGA. . . TTTGATCace. ..

Figura 26. Simulacion de la construccién del vector con el amplificado para el estudio de la
regién promotora del gen AMK58 RS04755. A) Contexto genético donde se observa la ubicacion
de los oligonucleotidos, inicialmente, se cred una simulacion de la regién a amplificar. B) Simulacion
del corte con enzimas de restriccion (Hindlll y Spel) del vector y posteriormente del inserto para
finalmente obtener la simulacién de la construccion esperada, de esta forma también se comprobé
el correcto disefio de los oligonucledtidos. La simulacién se realiz6 con el programa SnapGene.

1.2 = | % agarose

Figura 27. Simulacion de gel de agarosa al 1.2% de los cortes enzimaticos para la
comprobacidon de la construccion. MW: Marcador de peso molecular, Carril 1: Amplificado
utilizando los oligonucleétidos AMK4755 F y AMK4755 R en el genoma de A. brasilense Sp 7 (282
pb), Carril 2: Amplificado después de los cortes con las enzimas de restriccién Hindlll y Spel (271
pb), se observa una pequefia linea que corresponde a los pares de bases complementarios de las
enzimas de restriccion (8 pb), Carril 3: Linealizacion del vector pRU1156 con las enzimas Hindlll y
Spel (12960 pb), se libera la region entre ambas enzimas (156 pb). Carril 4: Linealizacién de la
construccion con la enzima Hindlll (13231 pb). Carril 5: Comprobacién de la construccion. Utilizando
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las enzimas Hindlll y Spel, se debe observar una banda de 12960 pb que corresponde al vector y
una banda de 271 pb que corresponde a la region que nos interesa estudiar. La simulacién se realiz6
con el programa SnapGene.

8.4.10 Analisis de la region rio arriba del gen que codifica para una proteina
con dominio de autotransporte.

Con las predicciones hechas en el servidor, suponemos que esta proteina
codificada por el gen AMK58 RS22560 contiene un dominio de autotransporte
(Figura 28). Se sabe que la secrecidon de productos proteicos se produce por varias
vias diferentes, una de estas vias, la via tipo V, se caracteriza porque el producto
gue media la secrecion a través de la membrana externa esta contenido dentro de
la propia proteina secretada, a las que se conoce como proteina de autotransporte.
Este dominio se caracteriza por formar una estructura similar a una porina
comprendida por laminas 8 antiparalelas dispuestas en una conformacioén hipotética
de barril (Henderson et al., 1998).

Plasmido 2 CajaTyrR TTTGCCACATTGACACGECCGARGCGEGECT CCEIEEEN SIS EENI T T T
Cadena ) CAATTITCTGCATITICARATCAGCCCATTCTTGARATCETTAATTGAGAACACGCCA
complementaria O3 =0 ¥ 10 ACATTCCECATAACTIGECCARACCTECCCACCCTCCRACEGACGAGACTACATITCR
Oligonucledtidos ACCTTCACTATGCAAGTATACATARATCAATCGCCICTTTTTCTGCATARTTTACAAG

AT TGS N A I GERA A T TT TCATGCETI TG TACAT TTTGTCTTGGCGGCA

ORE ACGCGGCECACTCET AT AN e TG 5 TCGTARCGCTTACETCC

CECTCGCARGGTGRATCGCCCATGCCECCATCGECGTCTCCCLT
M P P 5 P 5 P L

13ph 451 phb 245pb
N i B ]

3
AMK5SE_R522550 AMKSB_RS22555 AMEKSE_R522560 AMEKSB_R522565 >

Proteinz con dominio de autotransparte Peroxiredoxing Proteinz portadora
de acilo

Glicosiltransferasa Proteina hipatética

e

Figura 28. Contexto genético y region rio arriba del gen que codifica para una proteina con
dominio de autotransporte. Referencia de la Secuencia de NCBI utilizada: NZ_CP012914.1. El
diagrama presentado se realiz6 utilizando la informacién obtenida de los servidores: FIMO,
SoftBerry, Virtual Footprint y SMART.
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8.4.11 Disefio de iniciadores y simulacion de la construccion en el vector

pRU1156 para laregion rio arriba del gen AMK58 RS22560.

Delantero (Foward)

Reverso (Reverse)

Mombre

AMK22560_F

AMEK22560_R

Secuencia (5-3")

ATAAGCTTGGTCCGATGTGAATACGGTT

GCACTAGTATGGTTTACACCGTTCGATC

Secuencia de enzima afadida

Hindlll (AAGCTT)

Spel (ACTAGT)

Homo-dimero (AG mas alta)

Tamafio 28 p.b 28 phb

%GEC 429 % 46.4 %

Tm 50.9°C 58.8 °C
-10.23 kecalimol -5.84 kcalimol

Hetero-dimero (AG mas alta)

-9 36 kcalimol

Tamafio del amplificado

311 pb

Tabla 9. Informacion de los iniciadores disefiados para la amplificacion de laregioén rio arriba
del gen AMK58_RS22560. Informacién obtenida en el servidor Oligo Analyzer.

A] Reverse Foward
AMK58_R522560 n
-35 AMK58_R522565
Caja TyrR
_ oo ey =l
[-13] |
Caja Tyt -35
B)
HindIIl Spel HindIII Spel
(11) (167) (305) (4) Hlnlt:II[I Splel
Vector Insert Product
Yeger, + -> ( Product )
(=)
i ctagtgg. .. AGCTTGG. . .ATA ...CCaAGCTTGG. . .ATACTAGLgg. ..
...ggttcga ACC ..« ACC., . .TATGATC ..ggtTCGAACC. . .TATGATCacc. ..

Figura 29. Simulacion de la construccién del vector con el amplificado para el estudio de la
region promotora del gen AMK58_RS22560. A) Contexto genético donde se observa la ubicacion
de los oligonucledtidos, inicialmente, se cred una simulacion de la region a amplificar. B) Simulacion
del corte con enzimas de restriccion (Hindlll y Spel) del vector y posteriormente del inserto para
finalmente obtener la simulacién de la construccién esperada, de esta forma también se comprobd
el correcto disefio de los oligonucleétidos. La simulacion se realizé con el programa SnapGene.
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Figura 30. Simulacion de gel de agarosa al 1.2% de los cortes enzimaticos para la
comprobaciéon de la construccién. MW: Marcador de peso molecular, Carril 1: Amplificado
utilizando los oligonucledtidos AMK22560 F y AMK22560 R en el genoma de A. brasilense Sp 7
(312 pb), Carril 2: Amplificado después de los cortes con las enzimas de restriccion Hindlll y Spel
(301 pb), se observa una pequefa linea que corresponde a los pares de bases complementarios de
las enzimas de restriccién (8 pb), Carril 3: Linealizaciéon del vector pRU1156 con las enzimas Hindlll
y Spel (12960 pb), se libera la region entre ambas enzimas (156 pb). Carril 4: Linealizacion de la
construccion con la enzima Hindlll (13261 pb). Carril 5: Comprobacién de la construccion. Utilizando
las enzimas Hindlll y Spel, se debe observar una banda de 12960 pb que corresponde al vector y
una banda de 301 pb que corresponde a la region que nos interesa estudiar. La simulacién se realizé
con el programa SnapGene.

8.4.12 Analisis de laregion rio arriba del gen que codifica para una proteina
de transporte de hierro ferroso A.

Esta proteina codificada por el gen AMK58 RS14355 se caracteriza por formar
parte del sistema de transporte de hierro ferroso “Feo”, dicho sistema esta
conformado por tres genes, feoA, feoB y feoC. FeoA es una proteina soluble
pequefia probablemente ubicada en el citosol, cuya funcién no se ha elucidado por
completo, se sugiere que podria estar interactuando con FeoB, la cual contiene un
dominio de proteina G y un dominio integral de membrana con motivos de “ala de
mosca” que funciona como la permeasa de Fe2+ , finalmente como parte de este
sistema encontramos a FeoC, que aparentemente funciona como un regulador
transcripcional (Lau et al., 2016)

En esta proteina encontramos un unico dominio central FeoA, al que se sugiere que
puede unirse a metales, en la mayoria de los casos, hierro o manganeso (Figura
31) (Lau et al., 2013).
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Figura 31. Contexto genético y region rio arriba del gen que codifica para una proteina con
dominio de transporte de hierro ferroso A. Referencia de la Secuencia de NCBI utilizada:
NZ_CP012914.1. El diagrama presentado se realizé utilizando la informacién obtenida de los
servidores: FIMO, SoftBerry, Virtual Footprint y SMART.

8.4.13 Disefio de iniciadores y simulacion de la construccion en el vector
pRU1156 para laregién rio arriba del gen AMK58 RS14355.

Delantero (Foward)

Reverso (Reverse)

Nombre

AMK14355_F

AMK14355_R

Secuencia (5'-3")

ATAAGCTTGGGAGGATTGGAGCCAGATC

ATACTAGTCAACTCGCCCAAATGCCGT

Secuencia de enzima afadida

Hindlll (AAGCTT)

Spel (ACTAGT)

Tamafho 28 pb 27 p.b
%GC 50 % 48.1 %
Tm B1.7 °C 61.8 °C
Homo-dimero (AG mas alta) -10.23 kcal/mol -6.84 kcal/mol

Hetero-dimero (AG mas alta)

-10.04 kcal/mol

Tamaiio del amplificado

378 pb

Tabla 10. Informacién de los iniciadores disefiados parala amplificacion delaregién rio arriba
del gen AMK58_RS14355. Informacién obtenida en el servidor Oligo Analyzer.
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Figura 32. Simulacion de la construccién del vector con el amplificado para el estudio de la
region promotora del gen AMK58_RS14355. A) Contexto genético donde se observa la ubicacion
de los oligonucledtidos, inicialmente, se cre6 una simulacion de la region a amplificar. B) Simulacion
del corte con enzimas de restriccion (Hindlll y Spel) del vector y posteriormente del inserto para
finalmente obtener la simulacién de la construccion esperada, de esta forma también se comprobo
el correcto disefio de los oligonucleétidos. La simulacion se realizé con el programa SnapGene.
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Figura 33. Simulacion de gel de agarosa al 1.2% de los cortes enzimaticos para la
comprobacidon de la construccion. MW: Marcador de peso molecular, Carril 1. Amplificado
utilizando los oligonucledtidos AMK14355 F y AMK14355 R en el genoma de A. brasilense Sp 7
(378 pb), Carril 2: Amplificado después de los cortes con las enzimas de restriccion Hindlll y Spel
(367 pb), se observa una pequefia linea que corresponde a los pares de bases complementarios de
las enzimas de restriccién (8 pb), Carril 3: Linealizacién del vector pRU1156 con las enzimas Hindlll
y Spel (12960 pb), se libera la region entre ambas enzimas (156 pb). Carril 4: Linealizacion de la
construccion con la enzima Hindlll (13327 pb). Carril 5: Comprobacion de la construccion. Utilizando
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las enzimas Hindlll y Spel, se debe observar una banda de 12960 pb que corresponde al vector y
una banda de 367 pb que corresponde a la regidn que nos interesa estudiar. La simulacion se realizd
con el programa SnapGene.

8.4.14 Analisis de la region rio arriba del gen que codifica para una proteina
glucosiltransferasa.

Para llevar a cabo la biosintesis de disacéaridos, oligosacaridos y polisacaridos se
necesita de la accion de enzimas con dominios de glucosiltransferasa. Estas
proteinas catalizan la transferencia de los residuos de azlUcar de moléculas
donantes (UDP-glucosa, UDP-N-acetil-galactosamina, GDP-manosa o CDP-
abequose) a sustratos como son la celulosa, dolicol fosfato y acidos teicoicos, para
esta unién se formaran enlaces glucosidicos (Campbell et al., 1998). En este estudio
se identifico que el gen AMK58_RS12430 codifica para una proteina con actividad
de glucosiltransferasa (Figura 34).

Cromosoma
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Figura 34. Contexto genético y region rio arriba del gen que codifica para una proteina
glucosiltransferasa. Referencia de la Secuencia de NCBI utilizada: NZ_CP012914.1. El diagrama
presentado se realizé utilizando la informacion obtenida de los servidores: FIMO, SoftBerry, Virtual
Footprint y SMART.

Glucesiltransferasa romH

8.4.15 Disefio de iniciadores y simulacion de la construccion en el vector
pRU1156 para laregién rio arriba del gen AMK58 RS12430.

Delantero (Foward)

Reverso (Reverse)

Nombre

AMK12430_F

AMK12430 R

Secuencia (5'-3")

CGAAGCTTATTATCTGGTGAACCGGGAC

TTACTAGTTGAAGGTGGCGATGACGGC

Secuencia de enzima afiadida

Hindlll (AAGCTT)

Spel (ACTAGT)

Tamafio 28pb 27 p.b
%GC 50 % 91.9%
Tm 60.5°C 62.1°C
Homo-dimero (AG mas alta) -10.23 kcal/mol -6.84 kcali/mol

Hetero-dimero (AG mas alta)

-6.68 kcal'mol

Tamafio del amplificado

214pb

Tabla11. Informacién de los iniciadores disefiados parala amplificacion de laregién rio arriba
del gen AMK58_RS12430. Informacion obtenida en el servidor Oligo Analyzer.
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Figura 35. Simulacion de la construccién del vector con el amplificado para el estudio de la
region promotora del gen AMK58_RS12430. A) Contexto genético donde se observa la ubicacion
de los oligonucledtidos, inicialmente, se cre6 una simulacion de la region a amplificar. B) Simulacion
del corte con enzimas de restriccion (Hindlll y Spel) del vector y posteriormente del inserto para
finalmente obtener la simulacién de la construccion esperada, de esta forma también se comprobo
el correcto disefio de los oligonucleétidos. La simulacion se realizé con el programa SnapGene.
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Figura 36. Simulacion de gel de agarosa al 1.2% de los cortes enzimaticos para la
comprobacidon de la construccion. MW: Marcador de peso molecular, Carril 1: Amplificado
utilizando los oligonucledtidos AMK12430 F y AMK12430_ R en el genoma de A. brasilense Sp 7
(214 pb), Carril 2: Amplificado después de los cortes con las enzimas de restriccion Hindlll y Spel
(203 pb), se observa una pequefia linea que corresponde a los pares de bases complementarios de
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las enzimas de restriccién (8 pb), Carril 3: Linealizacién del vector pRU1156 con las enzimas Hindlll
y Spel (12960 pb), se libera la regién entre ambas enzimas (156 p.b). Carril 4: Linealizacion de la
construccion con la enzima Hindlll (13163 p.b). Carril 5: Comprobacion de la construccion. Utilizando
las enzimas Hindlll y Spel, se debe observar una banda de 12960 pb que corresponde al vector y
una banda de 203 pb que corresponde a la regidn que nos interesa estudiar. La simulacion se realizd
con el programa SnapGene.

8.4.16 Analisis de la region rio arriba del gen que codifica para una proteina
fijadora de calcio.

La proteina codificada por el gen AMK58 RS11295 tiene: un dominio
metalopeptidasa y cinco dominios de hemolisina (Figura 37). Las enzimas con
dominio metalopeptidasa se caracterizan por generar la protedlisis y para su
funcionamiento se necesita de la presencia de un cation divalente que puede ser
zinc, cobalto, manganeso o cobre que se unira a la molécula de agua. El ion metalico
se mantiene en su lugar mediante ligandos de aminoéacidos, generalmente son tres.
Estos ligandos pueden variar entre histidina, glutamato, aspartato, lisina y arginina.
El dominio de hemolisina esta involucrado en la unién de iones Calcio (Baumann et
al., 1993; Rawlings & Barrett, 1995).

TCACGCCCAGCCCCTGCAGATAGTCCAGCCGECECT GO RN EEEE Caja Tyrl* + Cromosoma
EEEBBCGTCGCCOTTGECGTCCATGARGGT GCCGAGCGACRGGTTGTAGATGACC Caja-35y 10 Cadena Lider
GCGTTCTTATACCAGAGATCCTTGATCATGGCCCGCCCCECTCARARCCGCCTAG
GCCATAACAGAGCCGACCGETCEAGETCCCGCCACTCCGCCGAGCCARCCGTARG Oligonucledtidos
GGGEGTGTCCTACGCCCTTAGGAARAAGGTTAATGTATACTINNGTCACHAGALL ORF

GCCTTCAATCCTGCCCGCATGATGTCCCCCARGACG IR AECEERNTEE

.CCZ\_TG_TAAGCGTGCCPA': GCGCCRAGRACGCGCCECAGRACTCOGEEACGCRAG

M KRAMBERG QNG BATPOQNSGT Q

3E8ph 197 p.b
5l |_| 3‘
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- BLAST
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*En este caso la caja -10 v |a caja TyrR solapan, por esta razdn la caja TyrR esta subrayada

Figura 37. Contexto genético y regién rio arriba del gen que codifica parauna proteinafijadora
de calcio. Referencia de la Secuencia de NCBI utilizada: NZ_CP012914.1. El diagrama presentado
se realiz6 utilizando la informacion obtenida de los servidores: FIMO, SoftBerry, Virtual Footprint y
SMART.
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8.4.17 Disefio de iniciadores y simulacion de la construccion en el vector

pRU1156 para laregion rio arriba del gen AMK58 RS11295.

Delantero (Foward)

Reverso (Reverse)

Nombre AMK11295 F AMK11205 R

Secuencia (5'-3") ATAAGCTTCCCTTGGAAATCGCCGATCC | TTACTAGTCACGATTCCCCTGGTTCTGT
Secuencia de enzima afnadida Hindlll (AAGCTT) Spel (ACTAGT)

Tamaiio 28pb 28pb

%GC 50 % 46.4 %

Tm 62.2°C 60.5°C

Homo-dimero (AG mas alta) -10.23 kcal/mol -6.84 kcal/mol
Hetero-dimero (AG mas alta) -5.61 kcal/mol

Tamafio del amplificado 309pb

Tabla 12. Informacién de los iniciadores disefiados para la amplificacion de laregién rio arriba
del gen AMK58_RS11295. Informacion obtenida en el servidor Oligo Analyzer.

A
] / Fover feverse
¢ 10
-3%
Caja TyrR
I
-10
- = = —
[ — S T — [ I
-35 Capa TyrR
B] -10
HindIIT Spel Hind111 Spel
(11) (167) (4) (302) H|n|dI]I SplEI
Vector Insert Product
Yo, + - ( Froduct )
£
o R ctagtgg. .. AGCTTCC...TGA ..cCcaAGCTTCC. . . TGACTAGEgY. . .
...ggttcga acc. .. AGG. . .ACTGATC ... gQgtTCGAAGG. . . ACTGATCacec. . .

Figura 38. Simulacion de la construccién del vector con el amplificado para el estudio de la
regién promotora del gen AMK58 RS11295. A) Contexto genético donde se observa la ubicacion
de los oligonucleotidos, inicialmente, se cred una simulacion de la regién a amplificar. B) Simulacion
del corte con enzimas de restriccion (Hindlll y Spel) del vector y posteriormente del inserto para
finalmente obtener la simulacién de la construccidn esperada, de esta forma también se comprobd
el correcto disefio de los oligonucleoétidos. La simulacién se realiz6 con el programa SnapGene.

51



% agarose

Figura 39. Simulacion de gel de agarosa al 1.2% de los cortes enzimaticos para la
comprobacién de la construccién. MW: Marcador de peso molecular, Carril 1: Amplificado
utilizando los oligonucledtidos AMK11295 F y AMK11295 R en el genoma de A. brasilense Sp 7
(309 pb), Carril 2: Amplificado después de los cortes con las enzimas de restriccion Hindlll y Spel
(298 pb), se observa una pequefia linea que corresponde a los pares de bases complementarios de
las enzimas de restriccién (8 pb), Carril 3: Linealizacién del vector pRU1156 con las enzimas Hindlll
y Spel (12960 pb), se libera la regiéon entre ambas enzimas (156 p.b). Carril 4: Linealizacion de la
construccion con la enzima Hindlll (13258 p.b). Carril 5: Comprobacién de la construccion. Utilizando
las enzimas Hindlll y Spel, se debe observar una banda de 12960 pb que corresponde al vector y
una banda de 298 pb que corresponde a la region que nos interesa estudiar. La simulacién se realizé
con el programa SnapGene.

8.4.18 Analisis de laregion rio rriba del gen que codifica para una proteina de
la familia OmpA.

El dominio OmpA se caracteriza por ser un dominio conservado con una estructura
beta/alfa/beta/alfa-beta, asociado cominmente a: proteinas integrales de
membrana parecidas a porinas, proteinas pequefias ancladas a lipidos y canales
de protones (Freudl et al., 1990). Se encontr6 en este estudio que el gen
AMK58_RS06745 codifica para una proteina con dominio OmpA (Figura 40).
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Figura 40. Contexto genético y region rio arriba del gen que codifica para una proteina de la
familia OmpA. Referencia de la Secuencia de NCBI utilizada: NZ_CP012914.1. El diagrama
presentado se realizé utilizando la informacién obtenida de los servidores: FIMO, SoftBerry, Virtual

Footprint y SMART.

8.4.19 Disefio de iniciadores y simulacion de la construccion en el vector

pRU1156 para la region rio arriba del gen AMK58_RS106745.

Delantero (Foward) Reverso (Reverse)
Nombre AMKB745_F AMKE745_R
Secuencia (5'-3") ATAAGCTTGCTCAAATCTACAGACAGG TTACTAGTCAGGCCGAAAGCGACGA
Secuencia de enzima afadida Hindlll (AAGCTT) Spel (ACTAGT)
Tamaiio 27 pb 25pb
%GC 40.7 % 52 %
Tm 56.8 °C 61.5°C
Homo-dimero (AG mas alta) -10.23 kcal/mol -9.28 kcal/mol
Hetero-dimero (AG mas alta) -6.68 kcal/mol
Tamafio del amplificado 317 pb

Tabla 13. Informacién de los iniciadores disefiados para la amplificacion de laregién rio arriba
del gen AMK58_RS06745. Informacién obtenida en el servidor Oligo Analyzer.
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(=)
...CCa ctagtgg. .. AGCTTGC...TGA -..CCAAGCTTGC. . .TGACTAGLgY. . .
...ggttcga acc. .. ACG...ACTGATC -..ggtTCBAACG. . .ACTGATCacc. . .

Figura 41. Simulacién de la construccién del vector con el amplificado para el estudio de la
region promotora del gen AMK58_RS06745. A) Contexto genético donde se observa la ubicacion
de los oligonucledtidos, inicialmente, se cred una simulacion de la region a amplificar. B) Simulacion
del corte con enzimas de restriccion (Hindlll y Spel) del vector y posteriormente del inserto para
finalmente obtener la simulacién de la construccion esperada, de esta forma también se comprobo
el correcto disefio de los oligonucleétidos. La simulacion se realizé con el programa SnapGene.

2 3 4 5 6 7 8

% agarose

Figura 42. Simulacion de gel de agarosa al 1.2% de los cortes enzimaticos para la
comprobacién de la construccién. MW: Marcador de peso molecular, Carril 1: Amplificado
utilizando los oligonucleotidos AMK6745_F y AMK6745_R en el genoma de A. brasilense Sp 7 (317
pb), Carril 2: Amplificado después de los cortes con las enzimas de restriccion Hindlll y Spel (306
pb), se observa una pequefia linea que corresponde a los pares de bases complementarios de las
enzimas de restriccion (8 pb), Carril 3: Linealizacion del vector pRU1156 con las enzimas Hindlll y
Spel (12960 pb), se libera la regién entre ambas enzimas (156 pb). Carril 4: Linealizacién de la
construccion con la enzima Hindlll (13266 pb). Carril 5: Comprobacién de la construccion. Utilizando

54



las enzimas Hindlll y Spel, se debe observar una banda de 12960 pb que corresponde al vector y
una banda de 306 pb que corresponde a la region que nos interesa estudiar. La simulacién se realizé
con el programa SnapGene.

9. Discusion.

Mediante su investigacion, Jijén-Moreno (2017) describié los factores involucrados
en la regulacion transcripcional del gen ipdC; tomando como referencia los reportes
de Ryu y Pattern, los cuales sefialan a TyrR como el factor transcripcional
responsable de la regulacion de la expresion de ipdC en E. cloacae UWS5. Jijon-
Moreno decidié analizar al factor transcripcional TyrR, sin embargo, mediante la
obtencion de una cepa mutante y su posterior analisis con respecto a la produccion
de AIA, concluyé que TyrR afecta de manera negativa la produccion de este
metabolito; sin embargo, la regulaciéon que efectla no resulta de regular de manera
directa el gen ipdC. Estos resultados apuntan a la necesidad de profundizar en el
andlisis de TyrR, asi como los genes y rutas metabdlicas en las cuales pudiese estar
involucrado.

El conocer este factor y la funcion que desempefia a nivel transcripcional en
diferentes genes dentro de Azospirillum resulta ser de gran relevancia para el
conocimiento de la regulacion genética de esta bacteria. Lo obtenido en este trabajo
fue parte de la investigacion de TyrR en A. brasilense Sp7 en la que, empleando
una cepa carente de dicha proteina y mediante andlisis de distintos fenotipos como
la produccién de biopelicula, la determinacion de la biosintesis de AIA, ademas de
la evaluacion de la expresion de los genes tyrR y dadA por medio de RT-PCR, y la
expresion de la fusion transcripcional ipdC-lacZ nos permitié elucidar el papel que
TyrR desempenfia en nuestro modelo de estudio.

La mayoria de los reportes de TyrR, realizados en E. coli, sefialan la diversidad de
este factor, ya que puede actuar como activador o inhibidor de la transcripcion de
sus genes blanco. La activacion mediada por TyrR ocurre a través de interacciones
con la subunidad a de la ARN polimerasa, por tanto, se requiere que TyrR se una a
secuencias rio arriba del elemento promotor y en la misma cara del ADN, para
permitir el contacto directo entre TyrR y la ARN polimerasa. En cuanto a los
elementos de union a TyrR en el ADN, se han descrito a las denominadas cajas
TyrR. Estas se encuentran presentes en la region rio arriba del gen blanco,
pudiendo existir mas de una caja y, ademas, pueden presentarse en una
combinacion de cajas fuertes y débiles. Se ha descrito, en el caso de promotores
reprimidos por TyrR en presencia de tirosina, la existencia de al menos dos cajas
TyrR adyacentes, una fuerte y otra débil. La caja débil esta tipicamente mas cerca
0 se superpone con el promotor central y la union mediada por cofactores en este
sitio de baja afinidad requiere una caja fuerte adyacente. Por otra parte, se ha
observado que, en los operones, donde la caja débil se encuentra mas alejada del
promotor, su posicion juega un papel mas critico para la regulacion mediada por
tirosina (Pittard et al., 2005; Jijon-Moreno et al. 2019).
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El grado de homologia que tengan las cajas TyrR de acuerdo con la secuencia
consenso afectara la afinidad de la union de TyrR. Generalmente, las cajas TyrR
fuertes tienen al menos 10 coincidencias de nucle6tidos con el consenso, un alto
grado de simetria de secuencia y una secuencia espaciadora rica en AT; mientras
gue las cajas débiles tienen menos de 10 nucledtidos coincidentes y menos
simetria. Por ello, es importante analizar detalladamente la posicion y la secuencia
de estas cajas. En nuestros andlisis bioinformaticos, donde identificamos las
secuencias consenso en la regién promotora intergénica de los genes tyrR y dadA,
observamos la presencia de tres cajas TyrR. Estas se encuentran en la cadena lider,
ademas presentan 9 nucleétidos coincidentes con la secuencia consenso, de modo
gue, siendo muy estrictos, se podrian clasificar como cajas TyrR débiles. En una de
estas cajas el contenido de GC de la region intermedia es del 50%, la mas alta de
las tres; las dos cajas subsecuentes tienen un contenido GC de esta regiéon del
33.3%. Otra de las caracteristicas que muestran estas tres cajas es que contienen
las bases invariables (G-N1s4-C), por lo que se intuye que la unién de TyrR a las
secuencias se encuentra conservada (Pittard et al., 2005; Jijon-Moreno et al. 2019)

Por otra parte, y tomando en consideracion los resultados obtenidos mediante el
empleo de la RT-PCR hechos en el trabajo de Jijon-Moreno, se dedujo que la
transcripcion del gen dadA se encuentra afectada por la mutacion de tyrR, por lo
gue se concluyo que la regulacion llevada a cabo es de activacion. Con base a los
datos obtenidos al analizar el regulén TyrR de E. coli, se pueden enlistar una serie
de requisitos criticos para la activacion génica: una caja TyrR fuerte ubicada rio
arriba del promotor, un promotor imperfecto capaz de activarse, la proteina TyrR
funcional, cualquiera de los tres aminoacidos aromaticos, y la subunidad de la ARN
polimerasa que interactta con TyrR (Pittard et al., 2005; Coulson et al., 2021;Jij6n-
Moreno et al., 2019).

En el estudio realizado por Jijon-Moreno se analiza la proteina TyrR de A. brasilense
Sp7. La estructura de esta exhibe una alta homologia con respecto a proteinas TyrR
identificadas en otras bacterias. En cuanto a su arquitectura, esta contiene un
dominio PAS en su extremo amino terminal, un dominio de interaccién con el factor
0-54 en el dominio central y un dominio HTH en el extremo carboxilo terminal;
gracias a su estructura esta proteina puede ser clasificada como una bEBP, las
cuales regulan la expresion de genes dependientes de 0-54. Al realizar un analisis
mas detallado en la secuencia aminoacidica de la proteina, se identifica el motivo
GAFTGA dentro del dominio central de la misma, el cual es indispensable para la
activacion dependiente de 0-54. Este descubrimiento es relevante, ya que cabe
destacar que dicho motivo no se encuentra presente en los homélogos de la
proteina de E. coli ni de E. cloacae. Lo que nos lleva a predecir que en la regulacién
génica mediada por TyrR de Azospirillum, también se encuentra involucrado el
factor 0-54 (Bush & Dixon, 2012;Jij6n-Moreno et al., 2019).

Para continuar con el analisis de la funcion de TyrR en A. brasilense Sp7, se utilizé
a la mutante de su gen codificante. Al evaluar el crecimiento de la cepa mutante, se
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observd que presentaba una alteracion para la utilizacién de la D-alanina como
unica fuente de C y el consumo parcial de este aminoécido como Unica fuente de
N. Los aminoécidos, con excepcién de la glicina, tienen estereoisémeros (D- y L-
aminoacidos) debido al centro quiral en el carbono a. Sabemos que, los L-
aminoacidos son esenciales por ser componentes basicos de todas las proteinas;
de la misma forma, sus enantiomeros (los D-aminoacidos) cumplen funciones
importantes en los microorganismos, por ejemplo, estos son elementos necesarios
del peptidoglicano, siendo este el componente principal de la pared celular
bacteriana y la fuente mas comunmente citada de D-aminoacidos en estos
microorganismos; aunado a esto, existen reportes de bacterias que incorporan D-
alanina y acido D-glutdmico en su pared como elementos estructurales y para
proteger a la bacteria de las proteasas que degradan péptidos elaborados con L-
aminoéacidos. Adicionando, la D-alanina puede ser esencial para el crecimiento, la
formacion de biopelicula, la produccion de EPS, la adhesion bacteriana y la
biosintesis de metabolitos importantes (Lee et al., 2020; Jijén-Moreno et al., 2018).

En el presente trabajo, al observar la afectacion en el crecimiento de la mutante tyrR
en medio minimo suplementado con D-alanina como Unica fuente de C, se concluyo
gue la regulacion efectuada por TyrR en el gen dadA afecta el catabolismo de D-
alanina como fuente de C y el consumo parcial del mismo aminoacido como Unica
fuente de N. La DAO participa en el catabolismo de la alanina, al catalizar la
oxidacion de la D-alanina a piruvato, el cual es un metabolito clave bacteriano (Lee
et al., 2020; Radkov & Moe, 2014).

Los otros fenotipos evaluados fueron la produccién de EPS y la formacion de
biopelicula. En sus primeras etapas, la formacién de biopelicula es dependiente de
la motilidad bacteriana para que el microorganismo pueda alcanzar una superficie
biotica o abidtica adecuada. Para dicho fin, los flagelos cumplen con un papel
fundamental, en primera instancia como organelos locomotores para
posteriormente desempefiar una funcibn como adhesina entre la bacteria y la
superficie a colonizar (Ganusova et al., 2021; Viruega-Gongora et al., 2020). Una
vez adherida la bacteria a la raiz, en el caso especifico de A. brasilense Sp7, el
microorganismo comenzara a producir adhesinas que le proporcionaran un anclaje
mas fuerte e irreversible, dando lugar a la formaciobn de microcolonias y la
produccion de EPS, los cuales estan asociados a la matriz de la biopelicula. De los
resultados obtenidos al analizar estos fenotipos, se concluye que, al encontrarse
disminuida la captacién del colorante Rojo Congo por parte de la cepa mutante, se
intuyd que la biosintesis de EPS esta alterada. De forma complementaria, se
observo que la produccion de biopelicula se encontraba disminuida, lo cual se
asocia con mutantes con defectos en la produccion de EPS, debido al papel que
desempeiian en la estructura de la misma, la alteracion en la formacion de
biopelicula esta directamente relacionada a la alteracién de la sintesis de EPS. El
mecanismo por el cual ocurre esto es desconocido, por lo que se necesitarian de
mas estudios para poder elucidarlo (Rodrigues et al., 2015).

57



Debido a la diversa gama de estructuras, propiedades y funciones de los
polisacéaridos, se resalta la importancia de este componente de la matriz para una
adaptacion exitosa de las bacterias a cualquier nicho. En este sentido, se sabe que
la biopelicula involucra varios reguladores transcripcionales y factores sigma
alternativos; un ejemplo que demuestra esta postulacion es el estudio realizado por
Cheng y colaboradores en 2018, donde determinan el papel de los reguladores de
respuesta de la familia NtrC en la formacion de biopelicula y en la expresion de
genes vps, que codifican para genes implicados en la produccién de EPS en V.
cholerae. El factor sigma alternativo RpoN, requiere de proteinas EBPs para iniciar
la transcripcion, por lo que no es de sorprender que el genoma de V. cholerae
codifique para siete EBPs que pertenecen a la familia NtrC. En estudios empleando
mutantes carentes de NtrC se observa que estas cepas aumentaron su formacion
de biopelicula a la par de un incremento en los transcritos de genes vps; por lo que
estos resultados proporcionan evidencia que sugiere que RpoN puede actuar como
un regulador positivo o negativo de vps dependiendo de la EBP presente, sugiriendo
la importancia y complejidad de la regulacion dependiente de éstas en la formacion
de biopelicula de V. cholerae. La contribucion de los reguladores de la familia NtrC
al fenotipo de biopelicula mediada por RpoN no se encuentra completamente
elucidada. Esto nos lleva a inferir que, la red de regulacién de las EBPs es compleja,
ya que pueden tener una regulacion tanto directa como indirecta o positiva y
negativa; ademas de estar involucrados en la sintesis de EPS y la formacion de
biopelicula (Cheng et al., 2018; Limoli, Jones, & Wozniak, 2015; Spormann et al.,
2004; Viruega-Goéngora et al., 2020; Ganusova et al., 2021).

En el presente trabajo, el cual fue parte de una investigacion de la compleja red de
reguladores transcripcionales en Azospirillum, la bioinformatica nos permitié inferir
sobre genes que pudiesen estar involucrados en la formacion de biopelicula y que,
ademas, formen parte de la red de regulacion mediada por un ¢ alternativo y el
factor TyrR. En E. coli se ha especificado que el factor TyrR esta involucrado en la
expresion de diferentes genes asociados a distintas funciones celulares, por
ejemplo, genes que codifican para enzimas de la via de sintesis de corismato (aroF,
aroG y arolL); para la produccion de los aminoacidos aromaticos (fenilalanina y
tirosina) (tyrA y tyrB) y acido félico (folA), que se derivan del corismato; genes que
codifican varios transportadores de aminoacidos aromaticos (aroP, mtr y tyrP); y
para el propio TyrR (tyrR), esto ultimo observado también en nuestro estudio. En la
regulacion transcripcional existen muchos elementos a tomar en cuenta para
considerar que factores estan involucrados en la regulacion. El uso conjunto de
diversas plataformas bioinformaticas nos permiten plantear el disefio de futuras
investigaciones. Es importante resaltar que para la busqueda de secuencias
consenso de TyrR, de los factores o involucrados y otros sitios caracteristicos de la
regulacion transcripcional, utilizamos la informacion que esta descrita en
microorganismos bien caracterizados, pero podria haber diferencias considerables
con nuestro microorganismo de estudio, esto hay que tenerlo en cuenta para
interpretar los resultados obtenidos y asi, experimentalmente, mediante el uso de
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fusiones transcripcionales, tendremos la posibilidad de afirmar o descartar si TyrR
cumple con una funcién en la regulacion de los genes evaluados en Azospirillum
(Cheng et al., 2018; Coulson et al., 2021).

10. Conclusiones.

Con base en los resultados obtenidos en nuestra investigacion, podemos concluir
gue TyrR es necesario para la utilizacion de D-alanina como Unica fuente de
carbono, ademas de su papel en el uso parcial como fuente de nitrégeno del mismo
aminoacido. Por otra parte, qued6 asentada su participacién en la produccion de
sustancias poliméricas extracelulares (EPS), asi como en la formacion de
biopelicula.

Finalmente, los datos obtenidos mediante prediccién bioinformética determinaron
genes que pudiesen ser regulados por TyrR. Dichos resultados cimentan las bases
para trabajos futuros, los cuales tendrian la finalidad de evaluar y clasificar aquellos
genes regulados por TyrR y que ademas pudiesen ser participes en la sintesis de
EPS, asi como en la formacion de biopelicula en Azospirillum.
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12. Anexos.

12.1 Medios de cultivo.

Medio LB
Componente 100 mL
Peptona de caseina 10g
Extracto de Levadura 05¢g
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NaCl

10g

Agar bacteriolégico

15¢g

Ajustar pH a 7.0 con NaOH

Medio LB*
Componente 100 mL
Peptona de caseina 109
Extracto de Levadura 05¢g
NaCl 05¢g
CaCl2.2H20 0.0367 g
MgS0O4.7H20 0.0616 g
Agar bacteriolégico 15¢g
Ajustar pH a 7.0 con NaOH
Medio minimo K-malato
Componente 100 mL
KH2PO4 0.087 g
K2HPO4 0.167 g
MgS0O4.7H20 0.02 g
NaCl 0.01g
Acido mélico 059
KOH (perlas) 04g¢g

Ajustar pH a 6.8 con KOH al 10%

y esterilizar a 5 Ib durante 30 min

CaCl22%

0.1 mL

FeCl3 1% 0.1 mL
Na2Mo004.2H20 0.2% 0.1 mL
NH4Cl 20% 0.5mL
Solucion de oligoelementos 0.1 mL
Medio Rojo Congo

Componentes 100 mL
K2HPO4 0.05¢g
MgSOa4.7H20 0.02 g
NaCl 0.01g
Extracto de levadura 0.05¢g
Acido mélico 059
KOH 049
FeCl31% 0.14 mL
Na:M004.2H20 0.1% 0.2 mL

Ajustar pH a 6.8 con KOH posterior a eso agregar el rojo congo al 0.25%

Rojo Congo 0.25%

[1.5mL
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Agar bacteriol6gico |15¢g

Esterilizar 5 Ib por 30 minutos

12.2 Mapa fisico de la construccion pBSK-tyrR-Sp7.
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12.3 Mapa fisico de la construcciéon pJB3-tyrR-Sp?7.
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12.4 Contexto genético de los genes analizados para la posterior seleccion.

Proceso catabolico de D-amincacidos
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