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RESUMEN 

 

Azospirillum brasilense es una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal que produce la fitohormona 

ácido indol-3-acético (AIA), una molécula de señalización involucrada en el procesos de interacción 

bacteria-planta. La biosíntesis de AIA en Azospirillum se lleva a cabo principalmente a través de la vía 

del ácido indol-3-pirúvico (AIP). La enzima fenilpiruvato descarboxilasa (PPDC) es codificada por el gen 

indolpiruvato descarboxilasa (ipdC). En este trabajo, se analizó la posible variabilidad genética del gen 

ipdC y de su región reguladora de cepas de A. brasilense aisladas de diferentes plantas y procedentes de 

diferentes regiones geográficas. Las cepas bacterianas fueron identificadas a través de la amplificación y 

secuenciación del gen rRNA 16S. La comparación de la secuencia de nucleótidos de la región reguladora 

de ipdC mostró que los elementos en cis, los cuales son importantes para la transcripción de ipdC, 

estuvieron muy conservados entre las cepas de A. brasilense analizadas. La comparación de la secuencia 

de nucleótidos de ipdC, así como de la secuencia deducida de aminoácidos de las PPDCs, mostró que 

existe poca variabilidad genética entre los aislados.  

Previo a este trabajo se demostró que la transcripción de ipdC en Enterobacter cloacae es inducida 

directamente por el regulador transcripcional TyrR, el cual regula la expresión de genes involucrados en 

el transporte y metabolismo de aminoácidos en Escherichia coli (Ryu δ Patten, 2008). En este trabajo, se 

analizó la posible participación de TyrR en la regulación de la expresión de ipdC en A. brasilense Sp7. En 

una cepa mutada en el gen tyrR, nombrada A. brasilense 2116, la producción de AIA disminuyó 18% 

comparada con la cepa silvestre Sp7. No obstante, un análisis transcripcional utilizando una fusión 

transcripcional cromosómica ipdC-lacZ mostró que TyrR no está implicado en la regulación de la 

expresión de ipdC. A través de un análisis bioinformático del genoma de A. brasilense Sp7 se encontraron 

probables sitios de unión para TyrR en promotores de genes que, probablemente, están implicados en la 

biosíntesis de AIA, lo cual sugiere que TyrR controla la biosíntesis de AIA a través de un mecanismo 

indirecto como el transporte de triptófano al interior de la célula o la biosíntesis de triptófano. A pesar de 

que se han identificado los elementos del promotor que son importantes para la transcripción de ipdC en 

A. brasilense, los factores en trans involucrados en su expresión no han sido identificados. En este trabajo, 

mediante ensayos de cromatografía de afinidad a DNA se aislaron proteínas que interactuaron con el 

promotor de ipdC. La identificación por espectrometría de masas reveló dos proteínas con dominios  

hélice-vuelta-hélice las cuales podrían estar involucradas en la expresión de ipdC. Estas proteínas 

correspondieron a un regulador transcripcional de la familia LuxR y a un regulador transcripcional de la 

familia MarR, las cuales fueron nombradas LibR (por LuxR-family indole-3-acetic acid biosynthesis 

regulator) y MibR (por MarR-family indole-3-acetic acid biosynthesis regulator), respectivamente. La 
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expresión de ipdC en una mutante con una delesión de libR, nombrada A. brasilense 2113, disminuyó 4 

veces (25%) con respecto a la cepa silvestre. En una mutante con una delesión de mibR, nombrada A. 

brasilense 2114, la expresión de ipdC disminuyó ligeramente con respecto a la cepa silvestre, pero la 

diferencia entre ambas no fue estadísticamente significativa. En una doble mutante libR-mibR, nombrada 

A. brasilense 2115, la expresión de ipdC disminuyó 7 veces con respecto a la cepa silvestre. Por otro lado, 

la cepa 2113 produjo 31% menos AIA que la cepa silvestre, mientras que la cepa 2114 produjo ligeramente 

menos AIA que la cepa silvestre pero la diferencia entre ambas no fue estadísticamente significativa. 

Curiosamente, la doble mutante A. brasilense 2115 produjo 51% menos AIA que la cepa silvestre. A través 

de un análisis bioinformático del promotor de ipdC se encontró un probable sitio de unión a LibR y un 

probable sitio de unión a MibR, los cuales se sobrelapan con una repetición invertida localizada rio arriba 

de un probable sitio de unión al factor σ54. En conjunto, los resultados presentados en este trabajo sugieren 

que LibR y MibR coregulan la expresión de ipdC donde LibR actúa como un activador mientras que MibR 

posiblemente actúa como un antiactivador. Este trabajo aporta nuevos hallazgos sobre la regulación 

transcripcional de ipdC que permiten comprender el mecanismo empleado por A. brasilense para controlar 

la biosíntesis de AIA. 

 

 

ABSTRACT 

 

The plant growth-promoting rhizobacteria Azospirillum brasilense produces the phytohormone indole-3-

acetic acid (IAA), a signaling molecule involved in bacteria-plant interaction. IAA biosynthesis in 

Azospirillum occur mainly through the indole-3-pyruvic acid (IPyA) pathway. The indole pyruvate 

decarboxylase (ipdC) gene encodes the key enzyme in this pathway, phenylpyruvate decarboxylase 

(PPDC). In this work, the possible genetic variability between ipdC gene, and its regulatory sequence from 

A. brasilense strains isolated from different plants and geographic regions was analyzed. Bacterial strains 

were identified by PCR amplification and sequencing of the 16S rDNA gene. Nucleotide comparison of 

the ipdC regulatory region revealed that cis-elements previously shown to be required for ipdC 

transcription were highly conserved between A. brasilense strains. Both, nucleotide sequence of ipdC and 

deduced amino acids sequence of the PPDCs, revealed low levels of genetic variability between the 

isolates. 

Transcription of ipdC in Enterobacter cloacae has been determined to be directly induced by the 

transcriptional regulator TyrR, which regulates genes involved in aromatic amino acid transport and 

metabolism in Escherichia coli (Ryu δ Patten, 2008). In this work, the possible involvement of TyrR in 
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both, ipdC gene regulation and indole-3-acetic acid biosynthesis in A. brasilense Sp7 was analyzed. The 

production of IAA in a tyrR insertional mutant, denoted A. brasilense 2116, was decreased by 18% 

compared to wild-type strain. However, transcriptional analysis using ipdC-lacZ chromosomal reporter 

fusion revealed that TyrR is not involved in ipdC transcriptional regulation. A genome-wide analysis of 

A. brasilense Sp7 revealed putative TyrR binding sites in promoters of genes probably involved in indole-

3-acetic acid biosynthesis, which suggest that TyrR controls IAA biosynthesis through an indirect 

mechanism such has tryptophan biosynthesis and transport into the cell. It was shown in previous studies 

that promoter elements are required for ipdC transcription in A. brasilense, however, until now, trans-

acting transcriptional factors involved in ipdC expression have not been yet identified. To identify trans-

acting transcriptional factors regulating ipdC expression, DNA affinity chromatography and mass 

spectrometry were utilized to isolate and identify proteins that interact with ipdC promoter. Two putative 

transcriptional regulators with helix-turn-helix domains were identified that bind to the ipdC promoter: a 

LuxR family and a MarR family transcriptional regulator that were named LibR (LuxR-family indole-3-

acetic acid biosynthesis regulator) and MibR (MarR-family indole-3-acetic acid biosynthesis regulator), 

respectively. A libR deletion mutant, denoted A. brasilense 2113, showed a 4-fold lower level of ipdC 

transcript compared to wild-type strain. The levels of ipdC transcript were slightly lower in a mibR deletion 

mutant, denoted A. brasilense 2114, albeit not statistically different from the wild-type strain. 

Interestingly, a libR-mibR double mutant, denoted A. brasilense 2115, showed a 7-fold decrease in ipdC 

transcript level compared to the wild type strain. On another hand, the IAA production was decreased by 

31% in the strain 2113 compared to wild-type strain and slightly lower in the strain 2114 albeit not 

statistically different from the wild-type strain. Interestingly, levels of IAA in the double mutant A. 

brasilense 2115 were decreased by 51% compared to the wild type strain. Bioinformatic analysis of ipdC 

promoter revealed a potential LibR binding site and a MibR binding site. These sites overlaps a previously 

identified inverted repeat upstream of a putative σ54 binding site. Taken together, all data obtained here 

suggest that both, LibR and MibR coregulate the ipdC expression where LibR acts as an activator while 

MibR acts as an antiactivator. These findings provide novel insight in the transcriptional regulation of 

ipdC that contribute to our understanding of the regulatory mechanism employed by A. brasilense in 

controlling IAA biosynthesis. 
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1. INTRODUCCIÓN  

 

La rizósfera, la zona del suelo que rodea y que está influenciada por las raíces de las plantas (Hartmann et 

al., 2008), es el hábitat de una gran cantidad de microorganismos como bacterias, hongos, oomicetos, virus 

y arqueas, así como algunos protozoarios. Estos organismos son atraídos por las rizodeposiciones, tales 

como los nutrientes, los exudados y el mucigel liberados por las raíces de las plantas, lo cual les permite 

establecerse en la rizósfera o colonizar el tejido interno de la raíz causando varios efectos sobre el 

crecimiento y nutrición de la planta huésped (Philippot et al., 2013). Estos microorganismos pueden 

establecer una relación de simbiosis, asociación mutualista o parasitismo con la planta. Las asociaciones 

mutualistas se clasifican en dos tipos: protectores contra patógenos y proveedores de nutrientes como los 

hongos arbusculares micorrízicos y las bacterias que producen sustancias reguladoras del crecimiento 

vegetal (Lambers et al., 2009). A estas últimas se les conoce como rizobacterias promotoras del crecimiento 

de la planta (PGPRs) debido a que generan un efecto positivo en las plantas. Las bacterias que más abundan 

en la rizósfera son las pertenecientes a la subclase alfa de las proteobacterias seguido por las subclases beta 

y gamma (Chow et al., 2002). La subclase alfa incluye la rizobacteria fijadora de nitrógeno Azospirillum, 

uno de los géneros más estudiados en la actualidad debido a su capacidad de aumentar el crecimiento y el 

rendimiento de numerosas especies vegetales de interés agrícola (de-Bashan δ Bashan, 2004). 

Las bacterias del género Azospirillum son rizobacterias Gram negativas, fijadoras de nitrógeno de vida libre 

de forma curva (vibroide), producen flagelos polares y perítricos. Hasta el momento se han identificado 19 

especies las cuales están listadas en el sitio web LPSN (List of Prokaryotic Names with Standing in 

Nomenclature, www.bacterio.net/azospirillum.html, fecha de consulta: 2017) aunque las más estudiadas 

han sido A. brasilense y A. lipoferum. Contienen de 6 a 7 replicones y el tamaño de su genoma varía 

dependiendo de la especie o de la cepa y oscila entre 6.4-7.6 megabases con un contenido de G + C del 67-

68% (Wisniewski-Dye et al., 2012). Las bacterias del género Azospirillum han sido aisladas de más de 100 

especies de plantas y mejoran significativamente el crecimiento y la productividad de plantas de interés 

agrícola en condiciones de campo (Bashan y de-Bashan, 2010). La estimulación del crecimiento vegetal 

por Azospirillum spp. se debe a varios mecanismos como la producción y secreción de: fitohormonas (Tien 

et al., 1979; Bottini et al., 1989), óxido nítrico (Creus et al., 2005), ácido abscísico (Cohen et al., 2008), 

así como el incremento en la disponibilidad de nutrientes (Rodriguez et al., 2004; Bashan y de-Bashan 

2005; Hungria et al., 2010), la fijación biológica de nitrógeno (de-Bashan et al., 2012) y el incremento de 

la resistencia a patógenos (Tortora et al., 2011), entre otros. Incluso, se ha propuesto una hipótesis aditiva 

la cual sugiere que los mecanismos mencionados anteriormente pueden actuar de manera conjunta (Bashan 

y de-Bashan, 2010). De todos estos mecanismos, probablemente los más importantes son la producción de 
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la fitohormona ácido indol-3-acético (AIA) y óxido nítrico (ON) debido a que son los  principales 

responsables de los efectos observados sobre el sistema radicular.  

 

1.1.  El ácido indol-3-acético producido por Azospirillum spp. como regulador del 

crecimiento vegetal   

 

El AIA regula gran parte de los procesos del desarrollo de las plantas como la embriogénesis (Friml et al., 

2003), la organogénesis de las raíces, incluyendo la dominancia apical (Reinhardt et al., 2000; Benková et 

al., 2003) y el desarrollo del tejido vascular (Mattsson et al., 2003), así como el crecimiento diferencial 

durante el tropismo (Friml et al., 2002), senescencia (Ellis et al., 2005), interacción planta-patógeno (Kazan 

et al., 2009), respuesta al estrés abiótico (Wang et al., 2010), entre otros.   

El AIA es la principal fitohormona producida por las plantas y también es sintetizado por diversos 

microorganismos incluyendo hongos y bacterias como las PGPRs. La función del AIA producido por 

bacterias ha sido estudiado desde hace más de tres décadas, cuando se descubrió que juega un papel 

importante como factor de virulencia para la formación del tumor en la planta, inducido por Agrobacterium 

tumefaciens y Pseudomonas syringae pv. savastanoi (Smidt y Kosuge, 1978; Thomashow et al., 1984). 

Desde entonces se han encontrado diversos géneros bacterianos que producen AIA pero con efecto no 

patógeno entre los que se encuentran Azospirillum, Enterobacter, Azotobacter, Pseudomonas, Bacillus 

(Ahmad et al., 2008; Raddidi et al., 2008; Hassen δ Labuschagne, 2010; Sokolova et al., 2011), 

Methylobacterium extorquens (Ivanova et al., 2001) y Paenibacillus polymyxa (Lebuhn et al., 1997). 

Recientemente se han reportado otros géneros bacterianos que sintetizan AIA entre ellos Sphingomonas 

pseudosanguini (Thepsukhon et al., 2013), Staphylococcus, Methilobacterium (Jiang et al., 2013), 

Streptomices sp. (Lin y Xu, 2013), Burkholderia phytofirmans (Naveed et al., 2015), entre otros. Tien et 

al., (1979) fueron los primeros en sugerir que las bacterias rizosféricas del género Azospirillum podían 

mejorar el crecimiento vegetal a través de la producción de fitohormonas como el AIA. La producción de 

AIA depende de la especie, la cepa, las condiciones de cultivo, la concentración de triptófano, el pH, la 

oxigenación y de la fase de crecimiento (Crozier et al., 1988; Omay et al., 1993). En un estudio llevado a 

cabo en 40 cepas de Azospirillum spp. aisladas de diferentes plantas y regiones geográficas se encontró que 

la producción de AIA en medio mínimo con malato complementado con triptófano oscila entre 0,17-98 

µg/ml (Jijón-Moreno et al., 2015). El triptófano es considerado el precursor del AIA debido a que la adición 

de este aminoácido a los cultivos de bacterias productoras de AIA resulta en una mayor producción de esta 

fitohormona (Wright et al., 1991). 

5 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2. Vías de producción de AIA en A. brasilense basado en análisis genéticos, bioquímicos 

y bioinformáticos 

La identificación de algunos genes implicados en la biosíntesis de AIA en A. brasilense y en otros géneros 

bacterianos, se han identificado a través de la construcción y caracterización de mutantes afectadas en la 

producción de AIA, así como a través de la caracterización bioquímica de algunas enzimas que catalizan 

la formación de compuestos intermediarios de las vías dependientes de triptófano.  De esta forma se han 

identificado cuatro vías metabólicas dependientes de triptófano en bacterias del género Azospirillum; vía 

del ácido indol-3-pirúvico (AIP) vía de la indol-3-acetamida (IAM), vía del indol-3-acetonitrilo (IAN) y 

vía de la triptamina (TAM), así como una vía independiente de triptófano (figura 1) (Prinsen et al., 1993; 

Costacurta et al., 1994; Carreño-López et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Vías de biosíntesis de AIA en bacterias. Las líneas punteadas indican las reacciones en las que no se han identificado 

las enzimas implicadas. Abreviaturas: IPDC, Indol piruvato descarboxilasa (adaptado de Duca et al., 2014). 

 

1.2.1. Vía del ácido indol-3-pirúvico 

 

La principal vía de producción de AIA en A. brasilense y en otras rizobacterias es la del intermediario ácido 

indol-3-pirúvico. La vía consiste de tres etapas, en la primera el precursor triptófano es transaminado a 
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ácido indol-3-pirúvico por una aminotransferasa y posteriormente este último es descarboxilado por una 

indol piruvato descarboxilasa formando indol-3-acetaldehido, el cual a su vez es oxidado por una indol 

acetaldehído deshidrogenasa para formar AIA (figura 1). En bacterias, las aromático aminotransferasas que 

participan en la primera reacción de la vía, esto es, la transaminación del triptófano para formar ácido indol-

3-pirúvico, han sido caracterizadas a nivel bioquímico en diversos estudios (Ruckdäschel et al., 1988, Baca 

et al., 1994; Soto-Urzúa et al., 1996; Ge, et al., 2009; Szkop & Bielawsky, 2013). La enzima indol piruvato 

descarboxilasa es codificada por el gen ipdC y se considera la más importante en la vía debido a que la 

mutación de ipdC en diferentes cepas de A. brasilense causó una disminución de entre el 10 y el 50% en la 

biosíntesis de AIA comparada con la cepa silvestre (Carreño-López et al., 2000, Malhotra y Srivastava, 

2008; Costacurta et al., 1994; Zimmer et al., 1998). Hasta la fecha se ha secuenciado el genoma completo 

de siete cepas del género Azospirillum, entre los que se encuentran Azospirillum sp. B510 (Kaneko et al., 

2010), A. brasilense Sp245 (Wisniewski-Dyé et al., 2011), A. lipoferum 4B (Wisniewski-Dyé et al., 2011), 

A. brasilense Az39 (Riviera et al., 2014), A. brasilense CBG497 (Wisniewski-Dyé et al., 2012), A. 

thiophilum DSM 21654 (Kwak & Shin, 2016; Fomenkov et al., 2016) y A. brasilense Sp7 (Kwak y Shin, 

2016, artículo no publicado). La disponibilidad de la secuencia genómica completa de A. brasilense Sp7 en 

el GenBank (Kwak y Shin, 2016), nos permitió encontrar proteínas homólogas que participan en la 

biosíntesis de AIA en otras bacterias (tabla 1).  

 

Tabla 1. Enzimas probablemente implicadas en la producción de AIA en A. brasilense Sp7 basado en análisis bioinformáticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No. de  

Acceso genbank, 

A. brasilense Sp7 

Función probable Homólogo, No. 

de acceso 

genbank 

Organismo  Identidad 

(similitud)  

Referencia  

ALJ37565.1 Histidinol fosfato 

aminotransferasa 

 YP_003613824.1 E. cloacae ATCC 13047 29% (48%) Koga et al., 1994 

 Histidinol fosfato 
aminotransferasa 

WP_011858434.1 A. baumannii ATCC 17978 29% (49%) Nwugo et al., 2013 

ALJ36000.1 Indol piruvato 
descarboxilasa 

AF285632 E. cloacae UW5 (antes P. 
putida GR12-2) 

29% (44%) Patten δ Glick, 2002 

ALJ34554.1 Aldehído 

deshidrogenasa 

AY850388 A. brasilense Yu62 99% (98%) Xie et al., 2005 

 Aldehído 

deshidrogenasa 

XP_758655.1 Ustilago maydis 44% (60%) Basse et al., 1996 

ALJ38412 Aldehído 
deshidrogenasa 

XP_758655.1 Ustilago maydis 39% (59%) Basse et al., 1996 

ALJ36000.1 Indol piruvato 

descarboxilasa 

AF285632 E. cloacae UW5 (antes 

P.putida GR12-2) 

29% (44%) Patten δ Glick, 2002 

ALJ34554.1 Aldehído 

deshidrogenasa 

AY850388 A. brasilense Yu62 99% (98%) Xie et al., 2005 

 Aldehído 
deshidrogenasa 

XP_758655.1 Ustilago maydis 44% (60%) Basse et al., 1996 

ALJ38412 Aldehído 

deshidrogenasa 

XP_758655.1 Ustilago maydis 39% (59%) Basse et al., 1996 

ALJ39111.1 Nitrilasa CAL26199.1 B. amyloliquefaciens FZB42 25% (40%) Idris et al., 2007 

 Nitrilasa AFY19658.1 Pseudomonas sp. UW4 27% (37%) Duca et al., 2014 

ALJ35078.1 AIA 
acetiltransferasa 

CAL26203.1 B.  amyloliquefaciens 
FZB42 

34% (50%) Idris et al., 2007 

7 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

De acuerdo a este análisis en BLAST (Altschul et al., 1997), la cepa Sp7 contiene todas las enzimas que 

participan en la vía del ácido indol-3-pirúvico que incluyen dos aromático aminotransferasas, la aromático 

aminotransferasa 1 (AAT1) y la aromático aminotransferasa 2 (AAT2) codificadas por los genes hisC1 y 

hisC2, respectivamente. El gen hisC1 se identificó previamente en una genoteca de A. brasilense Sp7 y se 

encontró que tiene una pequeña contribución en la producción de AIA y además se expresa tanto en vida 

libre como en asociación con la planta de trigo (Castro-Guerrero et al., 2011). La secuencia traducida del 

gen hisC2 tiene una identidad del 29% (48% de similitud) con una triptófano aminotransferasa de E. cloacae 

ATCC 13047, la cual cataliza de manera reversible la transaminación de triptófano para producir ácido 

indol-3-pirúvico y glutamato (Koga et al., 1994).  

 

El gen ipdC de A. brasilense Sp7, el cual codifica para la indol piruvato descarboxilasa, contribuye de 

manera significativa en la producción de AIA debido a que una mutante en este gen produjo sólo el 25% 

de índoles totales de lo que produjo la cepa silvestre (Carreño-López et al., 2000). La secuencia traducida 

de ipdC de A. brasilense Sp7 presenta una identidad del 99% (99% de similitud) con la indol piruvato 

descarboxilasa de A. brasilense Sp245, la cual contribuye en alrededor de un 90% en la producción de AIA 

y cataliza la descarboxilación del ácido indol-3-pirúvico para formar indol-3-acetaldeído (Costacurta et al., 

1994) y comparte un 29% de identidad (44% de similitud) con la secuencia traducida de ipdC de E. cloacae 

UW5 que contribuye en alrededor de un 95% a la producción de AIA en presencia de triptófano (Patten & 

Glick, 2002). La enzima que participa en la última reacción de la vía del AIP, esto es, la deshidrogenación 

del indol-3-acetaldeído para formar AIA, ha sido reportada recientemente por Shao et al, (2015). En B. 

amyloliquefasciens SQR9 se identificaron dos genes que podrían estar involucrados en la vía del ácido 

indol-3-pirúvico; una indol piruvato descarboxilasa codificada por el gen yclC (No. de acceso NCBI 

V529_03400) y una acetaldehído deshidrogenasa codificada por el gen dhaS (No. de acceso NCBI 

V529_19360). Las mutantes en los genes yclC y dhaS produjeron un 45 y 23% de AIA de lo que produjo 

la cepa silvestre, respectivamente (Shao et al., 2015). En el genoma de la cepa Sp7 se encontraron dos 

aldehído deshidrogenasas que podrían participar en la última etapa de la biosíntesis de AIA. Una de estas 

proteínas comparte un 99 y 44% de identidad con una aldehído deshidrogenasa de A. brasilense Yu62 y de 

Ustílago maydis, respectivamente (tabla 1). En A. brasilense Yu62 el gen aldA, el cual codifica para la 

indol acetaldehído deshidrogenasa AldA, se identificó en una biblioteca de mutantes generadas por 

transposición de Tn5. La mutación de aldA afectó la producción de AIA en alrededor de un 50% con 

respecto a la cepa silvestre (Xie et al., 2005). 
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1.2.2. Vía del indol-3-acetonitrilo 

 

Existe la evidencia fisiológica de la presencia de otras vías de biosíntesis de AIA en A. brasilense Sp7 

además de la vía del ácido indol pirúvico (Carreño-López et al., 2000), sin embargo, hasta el momento no 

se han identificado los genes o enzimas que participan en tales vías. Una de las vías alternativas de 

producción de AIA en bacterias es la vía del indol-3-acetonitrilo, en la cual el indol-3-acetonitrilo es 

deshidratado a indol-3-acetamida por una nitrilo hidratasa o por una nitrilasa y posteriormente éste es 

convertido a AIA por una indol acetamida hidrolasa (fig. 1). Alternativamente, el indol-3-acetonitrilo es 

convertido directamente a AIA por una nitrilasa (Patten et al., 2012; Duca et al., 2014).  Utilizando células 

permeabilizadas, Carreño-López et al., (2000) observaron la conversión enzimática de indol-3-acetonitrilo 

a AIA en una cepa silvestre de A. brasilense Sp7 y en una mutante en el gen ipdC, lo cual constituye una 

evidencia de la posible existencia de esta vía en A. brasilense. La búsqueda en BLAST (Altschul et al., 

1997) reveló la presencia de una nitrilasa que comparte un 25% de identidad (40% de similitud) con una 

nitrilasa de B. amyloliquefaciens FZB42 codificada por el gen yhcX (tabla 1). Una mutante de B. 

amyloliquefaciens FZB42 en el gen yhcX produjo solo el 50% de AIA de lo que produjo la cepa silvestre 

(Idiris et al., 2007).  

 

 1.2.3. Vía de la indol-3-acetamida 

 

La vía de la indol-3-acetamida ha sido bien caracterizada en bacterias. En esta vía de dos etapas, el 

triptófano es convertido a indol-3-acetamida por la enzima triptófano-2-monooxigenasa (IaaM), codificada 

por el gen iaaM. En la segunda etapa el IAM es convertido a AIA por una indol acetamina hidrolasa (IaaH), 

codificada por el gen iaaH (Pollmann et al., 2006). La existencia de esta vía en A. brasilense fue sugerida 

en los trabajos de Prinsen et al., (1993) quienes determinaron la existencia de indol-3-acetamida en la 

fracción sobrenadante del medio de crecimiento, sin embargo, el análisis del genoma completo de A. 

brasilense Sp7 no mostró la presencia de genes homólogos que participan en esta vía. En contraste, en un 

análisis del genoma completo de Azospirillum sp. B510 reportado por Kaneko et al., (2010) se encontraron 

dos genes homólogos a iaaM e iaaH, los cuales podrían estar involucrados en la síntesis de AIA a partir de 

la vía de la indol-3-acetamida en esta bacteria, lo cual sugiere que existe variación en cuanto a las vías de 

producción de AIA presentes en diferentes especies o cepas de la misma especie. 
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1.3.  El ácido indol-3-acético como molécula señal en la interacción bacteria-planta 

 

Generalmente las bacterias producen pequeñas moléculas de señalización que están implicadas en el 

proceso de transducción de señales, el cual se inicia a partir de un estímulo ambiental o celular, y a partir 

de esta información reaccionan rápidamente transmitiendo dichas señales a la maquinaria transcripcional, 

la cual altera la expresión de genes en la célula produciendo una respuesta adaptativa (Camilli & Bassler, 

2006). Algunas bacterias secretan pequeñas moléculas conocidas como autoinductores, entre ellas destacan 

las de tipo acil- homoserina lactonas (Eberhard et al., 1981), el ácido metil éster 3-hidroxipalmítico (Flavier 

et al., 1997), la 4-hidroxi-2-alquil-quinolonas (Dubern et al., 2008), la 3-hidroxipentadecano-4-ona (Spirig 

et al., 2008) y la p-coumaroil-homoserín-lactona (Schaefer et al., 2008). Estos autoinductores son 

moléculas que permiten a las bacterias detectar su propia densidad poblacional seguido por la expresión de 

genes implicados en diversos procesos celulares como bioluminiscencia, diferenciación morfológica, 

secreción de factores de virulencia, formación de biopelícula, esporulación, entre otros (Bassler & Losick, 

2006).  

Además de las moléculas mencionadas anteriormente, se ha descubierto que otras moléculas de tipo 

hormonal funcionan como señal en el proceso de comunicación célula-célula y microorganismo-hospedero. 

Se ha mostrado que el AIA funciona como molécula señal en varios microorganismos asociados a plantas 

debido a que permite la expresión de genes que participan no solo en su propia biosíntesis o catabolismo, 

sino también en otros procesos como la formación de biopelícula, biosíntesis de exopolisacáridos, 

resistencia a condiciones de estrés (calor, frío, estrés osmótico, estrés oxidativo y desecación), entre otros 

(figura 2) (Donati et al., 2013; Bianco et al., 2006; Bianco et al., 2009).  

 

El papel del AIA como molécula señal en A. brasilense fue revelado por un trabajo del grupo de J. 

Vanderleyden. El análisis de la expresión de genes inducidos por AIA se evaluó mediante un estudio de 

microarreglos en A. brasilense Sp245 y su mutante isogénica en el gen ipdC, la cual produce muy bajos 

niveles de AIA comparado con la silvestre (Puyvelde et al., 2011). En la mutante, se disminuyó la expresión 

de 39 genes que codifican proteínas ribosomales, mientras que aumentó la expresión de genes que 

pertenecen a un sistema de reducción de nitratos. Este sistema juega un papel muy importante en la 

desnitrificación aeróbica y en la adaptación a un metabolismo anaeróbico. Además se observó un aumento 

en la expresión de genes que codifican proteínas de transporte, entre ellos, transportadores de unión a ATP 

y transportadores periplásmicos independientes de ATP (TRAP). 
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Figura 2. Modelo propuesto de la señalización mediada por AIA en bacterias asociadas a plantas. El triptófano que se 

encuentra en la rizósfera es captado por las bacterias asociadas a la planta y es utilizado para diversos procesos bioquímicos y 

metabólicos. Uno de estos procesos es la biosíntesis de AIA, en el que el triptófano es convertido a AIA en una ruta enzimática de 

3 etapas. En la primera etapa el triptófano es transaminado para formar ácido indol-3-piúvico (AIP) y en la segunda el AIA es 

descaboxilado para formar indol-3-acetaldehído (IAD). Finalmente, en la tercera etapa el IAD es deshidrogenado para formar AIA. 

Es probable que el AIA que se encuentra en la rizósfera como producto del metabolismo microbiano pueda ser internalizado a 

través de transportadores específicos localizados en la membrana citoplasmática bacteriana. En el interior de la célula el AIA actúa 

como molécula señal activando o reprimiendo la expresión de varios genes cuyos productos proteicos participan de manera directa 

o indirecta en diversos procesos como la formación de biopelícula y la síntesis de exopolisacáridos. Además, permite la expresión 

de genes implicados en el ensamble del sistema de secresión tipo VI (SSTVI) y transportadores de tipo ABC, mientras que reprime 

la expresión de otros genes, por ejemplo los que participan en el ensamble del flagelo y los que dan lugar a proteínas aceptoras de 

metilos (MCPs). Aunque se desconoce el mecanismo por el cual el AIA ejerce su actividad de señalización, es posible que actúe 

de manera similar a otras moléculas de señalización, por ejemplo sirviendo como ligando de factores de transcripción que, a su 

vez, regulan la expresión génica de manera positiva o negativa. El AIA excretado hacia el medio extracelular es captado por la 

planta en donde puede actuar como molécula señal para la expresión de genes implicados en procesos como la división celular, 

diferenciación celular y en la respuesta sistémica inducida (Puyvelde et al., 201; Donati et al., 2013). 

 

 

Estas proteínas están implicadas en la importación de carbohidratos a la bacteria y esto le podría permitir 

captar nutrientes del ambiente rizosférico. Además, el AIA agregado al medio de cultivo aumentó la 

expresión de genes que codifican para proteínas del sistema de secreción tipo VI (SSTVI). Este sistema 

consiste de un grupo de proteínas que forman una estructura similar a un tubo de inyección a través del cual 

la bacteria transporta proteínas efectoras a otras células, por ejemplo a otras bacterias o a las células de la 

planta huésped (Coulthurst, 2013). En conjunto, estos resultados demuestran que el AIA actúa como una 

molécula de señalización en la interacción bacteria-planta (Puyvelde et al., 2011). 
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En B. japonicum y en E. coli, el AIA agregado de manera exógena al medio de cultivo causó un aumento 

en la producción de biopelícula y de exopolisacáridos (Donati et al., 2013; Bianco et al., 2006). La 

producción de biopelícula y exopolisacáridos suele ser esencial para las bacterias que habitan el suelo 

debido a que les permite resistir las condiciones ambientales fluctuantes y estresantes que suelen 

encontrarse en la rizósfera (Kachlany et al., 2001; Salunkhe et al., 2005).  

Otro de los genes que aumentan su expresión en presencia de AIA son los del propio catabolismo del AIA. 

En B. japonicum y A. brasilense Sp245 el AIA causó un aumento en la expresión de genes que codifican 

para la enzima indol piruvato ferredoxin oxidorrreductasa (Donati et al., 2013; Puyvelde et al., 2011). Esta 

enzima cataliza la descarboxilación oxidativa de arilpiruvatos y es la proteína citoplasmática más abundante 

en Pyrococcus furiosus (Mai et al., 1994) y se sugiere que podría estar implicada en el metabolismo de AIA 

(Donati et al., 2013). Previo a estos estudios se demostró que el AIA induce la expresión tanto de ipdC 

(Van de Broek et al., 1999; Malhotra & Srivastava, 2008) como de hisC1, el gen que codifica para la 

aromático aminotransferasa 1 en A. brasilense Sp7 implicada en la transaminación del triptófano para 

producir ácido indol-3-pirúvico (Castro-Guerrero et al., 2011). En B. japonicum, A. brasilense Sp245 y en 

A. tumefaciens, el AIA indujo la expresión de aminotransferasas y aldehído deshidrogenasas (Donati et al., 

2013; Puyvelde et al., 2011; Yuan et al., 2008), sin embargo, su participación en la biosíntesis de AIA aún 

no se ha comprobado. En contraste, el AIA causó un efecto represor sobre los genes de quimiotaxis y de 

expresión del flagelo en B. japonicum, lo cual sugiere que la bacteria utiliza un mecanismo de conservación 

de energía reprimiendo genes para sus funciones de movilidad y produce más proteínas de estrés que le 

permite sobrevivir en un ambiente de estrés como la rizósfera (Donati et al., 2013). Estos estudios muestran 

que el AIA es una molécula de señalización que podría permitir a las bacterias competir en la rizósfera con 

otros microorganismos e interactuar con la planta huésped a través de una serie de procesos bioquímicos 

y/o fisiológicos que les garantiza un estado de asociación simbiótica. En figura 2 se muestra un modelo de 

la señalización mediada por AIA en bacterias asociadas a plantas de acuerdo a los estudios de transcriptoma 

que se han llevado a cabo en algunas bacterias como A. brasilense y en B. japonicum (Puyvelde et al., 201; 

Donati et al., 2013).  

Hasta el momento se desconoce el mecanismo molecular por el cual el AIA influye en la expresión de genes 

en bacterias. Algunas moléculas de señalización como las de tipo acil-homoserino lactona regulan la 

transcripción de genes uniéndose a factores de transcripción de la familia LuxR o LasR, los cuales a su vez 

activan o reprimen la transcripción de genes implicados en diversos procesos como la producción de 

biopelícula, bioluminiscencia o la expresión de factores de virulencia (Churchil et al., 2011). Existe 

evidencia de que el AIA también podría regular la transcripción de genes uniéndose a factores de 

transcripción. En Acinetobacter baumannii se encontró que el factor de transcripción IacR, el cual pertenece 
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a la familia MarR de reguladores transcripcionales, participa en el catabolismo de AIA a través de la 

regulación negativa del operón iac el cual consta de nueve genes estructurales (iacHABICDEFX) que 

codifican proteínas implicadas en la degradación de AIA. La adición de AIA al medio de cultivo causó un 

aumento en la expresión del operón iac lo cual indicó que esta fitohormona antagoniza la represión de iac 

dependiente de IacR. Posteriormente mediante ensayos de EMSA se comprobó que la proteína IacR se une 

al promotor de iac. Esta unión se inhibió totalmente cuando se agregó AIA a una concentración de 50 µM 

(Shu et al., 2015). Estos resultados sugieren que el AIA podría interactuar con el regulador transcripcional 

IacR haciendo que se despegue del promotor permitiendo así la expresión del operón iac. Este trabajo es el 

primer estudio que demuestra que el AIA actúa como un ligando bacteriano con el fin de regular la 

expresión génica en bacterias (Shu et al., 2015).  

 

1.4.  Regulación de la biosíntesis de AIA y regulación transcripcional del gen ipdC 

 

La biosíntesis de AIA en bacterias es regulada por diversos factores ambientales que influyen en la 

expresión de ipdC. Por ejemplo, el pH ácido y las condiciones anaeróbicas incrementan la expresión de 

ipdC en A. brasilense Sp245 (Ona et al., 2005, Vande Broek et al., 2005). Generalmente la adición de 

triptófano al medio de cultivo, causa un aumento en la producción de AIA. Sin embargo, este incremento 

no siempre está relacionado con la inducción de la expresión de los genes implicados en la biosíntesis de 

AIA por el triptófano. Por ejemplo, mientras que en P. pútida GR12-2 la adición de triptófano al medio 

causó un aumento en la expresión de ipdC (Patten δ Glick, 2002), en A. brasilense Sp7 no causó ningún 

efecto (Carreño-López et al., 2000). Otro de los factores que inducen la expresión de ipdC es la formación 

de biopelícula. Esto se demostró en un estudio de microarreglos en S. typhimurium en el que ipdC mostró 

un nivel de expresión de 3.5 veces más en células formando biopelícula comparado con células en estado 

planctónico (Hamilton et al., 2009).  

La inducción de la expresión de ipdC probablemente esté directamente relacionada con las características 

de su promotor. Esta hipótesis se apoya por el hecho de que se han encontrado varios elementos en cis en 

la región promotora de ipdC de A. brasilense Sp245 que son importantes en la inducción mediada por AIA 

(Vande Broek et al., 2005). Uno de estos elementos es una repetición invertida localizada en la posición -

58 a -38 relativo al sitio de inicio de la transcripción, al cual se le dio el nombre de elemento regulado por 

auxinas y es requerida para la activación del promotor de ipdC y además es esencial para su inducción por 

AIA (Vande Broek et al., 2005). Este hallazgo representó la primera descripción de un gen bacteriano 

regulado por auxinas. En este estudio se mostró que esta regulación de tipo “feedback” (autoinducción) por 

el AIA es responsable del incremento de los niveles de transcripción de ipdC, durante el crecimiento de un 
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cultivo de A. brasilense con el mayor nivel de expresión observado en fase de crecimiento estacionaria 

(Vande Broek et al., 2005). Previo a este estudio, en un análisis in silico de la región promotora de ipdC de 

A. brasilense Sp245 se encontraron varios elementos en cis regulatorios, tales como un elemento de 

respuesta a auxina o AuxRE (TGTCNC), así como un sitio de unión putativo para el factor sigma 54 

(también conocido como RpoN o σ54) y un probable sitio de unión a ribosoma (GGAGA) (Lambrecht et 

al., 1999). RpoN se une a una secuencia de DNA en el promotor que incluye las cajas -12 y -24 (la secuencia 

consenso es YTGGCACGRNNNTTGCW, en donde N es cualquier nucleótido, Y representa a las 

pirimidinas, R a las purinas y W puede ser una A o T) y requiere necesariamente de la presencia de una 

proteína activadora que acopla la energía generada por la hidrólisis de ATP, para la formación del complejo 

abierto en el proceso de la transcripción (Bush δ Dixon, 2012).   

Otra característica del promotor de ipdC de A. brasilense Sp245 es la presencia de dos secuencias 

palíndromes idénticas localizadas en una región de 150 pb misma que está ausente en otras cepas de A. 

brasilense como la Sp7 (Vande Broek et al., 2005; Malhotra δ Srivastava, 2009). Las secuencias 

palíndromes o repeticiones invertidas en un promotor suelen ser el sitio de unión a factores de transcripción 

que regulan la transcripción de manera positiva o negativa (Huffman & Brennan, 2002), sin embargo, la 

presencia de cajas de unión probable a un determinado factor de transcripción debe corroborarse con 

estudios in vivo e in vitro que demuestren su participación en la regulación transcripcional del gen en 

cuestión. 

Inmediatamente rio abajo de ipdC (a 99 pb) se localizó un gen que codifica para una proteína conocida 

como IaaC (Vande Broek et al., 2005). El gen iaaC se transcribe tanto de manera independiente como en 

forma de operón junto con ipdC y se comprobó que regula la producción de AIA pero no la transcripción 

de ipdC. La mutación de iaaC causó un aumento de hasta 6 veces en la producción de AIA en A. brasilense 

Sp245 (Vande Broek et al., 2005), mientras que cuando se sobreexpresó en A. brasilense SM causó una 

disminución del 50% en la producción de AIA (Malhotra & Srivastava, 2008), con lo cual se comprobó 

que el producto de este gen inhibe parcialmente la biosíntesis de AIA en A. brasilense. Un análisis 

bioinformático de la secuencia traducida de iaaC de A. brasilense Sp245 mostró una identidad del 38% 

(48% de similitud) con la proteína de respuesta a estrés Dr1199 de Deinococcus radiodurans (PDB no. 

2VRN). Dr1199 pertenece a una superfamilia de proteínas (DJ-1) la cual incluye proteínas que están 

involucradas en la protección contra diversas condiciones de estrés ambiental (Fioravani et al., 2008). En 

A. brasilense Sp7 y SM el gen iaaC está ausente, lo cual sugiere que la biosíntesis de AIA en estas dos 

bacterias se regula de manera diferente (Malhotra & Srivastava, 2008). 
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En el promotor de ipdC de E. cloacae UW5 se encontró una secuencia repetida invertida similar a la caja 

de reconocimiento para el factor transcripcional TyrR (Ryu & Patten 2008). TyrR regula la transcripción 

de genes (de manera positiva o negativa) que están implicados en el transporte y metabolismo de 

aminoácidos aromáticos en E. coli (Pittard et al., 2005). Para corroborar si TyrR regula la transcripción de 

ipdC se generó una mutante en el gen tyrR en E. cloacae UW5. La mutación de tyrR provocó una 

disminución de alrededor de un 90% en la producción de AIA comparado con la cepa silvestre. Mediante 

ensayos de retardo de la movilidad en gel (EMSA), así como la cuantificación de la expresión de ipdC por 

PCR cuantitativa en tiempo real (RTq-PCR) y la expresión del gen reportero uidA (que codifica para la 

enzima β-glucuronidasa) dirigida por el promotor de ipdC, se comprobó que TyrR regula la transcripción 

de ipdC de manera positiva y directa (Ryu & Patten 2008). Mientras tanto, en E. cloacae y P. putida, ipdC 

es regulado por el factor sigma alternativo RpoS (σ38) (Patten & Glick, 2002; Saleh & Glick, 2001). RpoS 

es un factor sigma que actúa en fase estacionaria del crecimiento regulando la expresión de genes de 

respuesta a diferentes tipos de estrés (Latifi et al., 1996). La sobreexpresión de rpoS en P. fluorescens causó 

un aumento de 10 veces en la producción de AIA (Saleh & Glick, 2001). En A. brasilense no se ha 

encontrado un homólogo de RpoS por lo cual la expresión de ipdC podría ser regulado por otro factor 

sigma. A pesar de la existencia de un sitio de unión putativo para el factor sigma RpoN en el promotor de 

ipdC, la mutación de rpoN en A. brasilense Sp7 no afectó la producción de AIA (Milcamps et al., 1996). 

 

 

 

2. JUSTIFICACIÓN 

 

El AIA es una fitohormona implicada en diversos procesos del desarrollo de la planta, así como una 

molécula señal en el proceso de interacción bacteria-planta por lo que ha sido considerado como uno de los 

mecanismos más importantes por los cuales las PGPRs estimulan el desarrollo vegetal. La regulación de la 

biosíntesis de AIA en PGPRs como A. brasilense es un proceso altamente regulado y aunque se conocen 

algunos factores ambientales que controlan este proceso a nivel fisiológico, se conoce muy poco sobre la 

regulación genética. Los resultados derivados de este trabajo permitirán comprender el mecanismo 

empleado por A. brasilense para regular la biosíntesis de AIA como una estrategia para adaptarse al 

ambiente rizosférico y establecer una asociación exitosa con su planta huésped. 
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3. OBJETIVOS 

 
 

3.1. General 

 
 

 Estudiar la regulación transcripcional del gen ipdC involucrado en la síntesis de AIA en cepas de A. 

brasilense. 

 

 

 

3.2.  Específicos: 

 
 

1. Identificar  la región reguladora del gen ipdC a nivel de secuencia nucleotídica en diferentes cepas de 

A. brasilense 

2. Amplificar y secuenciar los genes ipdC, hisC1 y hisC2 de cepas de A. brasilense y A. lipoferum. 

 

3. Analizar la posible participación de TyrR en la regulación transcripcional de ipdC y en la biosíntesis 

de AIA en A. brasilense Sp7 

4. Identificar las proteínas de unión al promotor de ipdC  

5. Construir mutantes en los genes codificantes de las proteínas que interactúan con el promotor de ipdC  

6. Cuantificar la producción de AIA de la cepa silvestre y de las mutantes generadas.  

7. Cuantificar la expresión de ipdC en la cepa silvestre y en las mutantes generadas. 

 

 

 

4. HIPÓTESIS 

 
 

 Azospirillum brasilense controla la biosíntesis de AIA a través de reguladores transcripcionales que se 

unen en la región reguladora de ipdC para modular su expresión. 
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5. DIAGRAMA DE TRABAJO 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

7.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo 

 

Las cepas bacterianas y los plásmidos utilizados en este trabajo están listados en la tabla 2 y la fórmula de 

los medios de cultivo bacteriano utilizados se muestra en la tabla complementaria C1.  E. coli DH5α 

(utilizada para experimentos de transformación) y E. coli S17.1 (utilizada para conjugación biparental) se 

cultivaron a 37ºC en medio LB. Las cepas de A. brasilense se cultivaron en medio mínimo para A. 

A. brasilense Sp7  

Cultivo en MMAB-M + 

trp y obtención del 

extracto proteico  

 

Amplificación de 

pipdC biotinilado 

en el 5´  

 Cromatografía de afinidad a DNA  

PAGE-SDS de 

proteínas unidas 

al pipdC 

Identificación de los genes 

codificantes en el genoma 

de A. brasilense Sp7 

Construcción de mutantes y 

complementación  

Clonación en pGEX-4T1 

y expresión en E. coli 

BL21 

Purificación de proteínas por 

cromatografía de afinidad a glutatión 

Cuantificación de AIA 

por HPLC 
Cuantificación de la expresión de 

ipdC por RT-qPCR 

Otras cepas de A. 

brasilense  

Extracción de 

DNAg 

Amplificación por 

PCR y secuenciación 

de ipdC y región 5´ 

Análisis de 

variabilidad de 

nucleótidos y 

aminoácidos 

Cuantificación de 

AIA por HPLC 

Amplificación y 

secuenciación  

de tyrR 

Mutación de 

tyrR (tyrR::Gm) 

Actividad enzimática de β-galactosidasa 

 

Construcción de fusiones 

transcripcionales ipdC::lacZ 

e ipdC::lacZ, tyrR::Gm 
 

Cuantificación de 

AIA por HPLC 

Identificación por 

MALDI-TOF-TOF 
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brasilense (MMAB) con malato o con gluconato como fuente de carbono de acuerdo a Okon et al., (1977) 

y para los experimentos de conjugación se crecieron en medio LB modificado (LB*). Cuando fue necesario, 

las cepas de A. brasilense y E. coli se crecieron con antibióticos a las siguientes concentraciones: ampicilina 

(Ap) 100 µg/ml, gentamicina (Gm) 30 µg/ml, kanamicina (Km) 25 µg/ml y tetraciclina (Tc) 15 µg/ml.  

 

Tabla 2. Cepas bacterianas y plásmidos utilizados en este trabajo 

Cepas bacterianas o 

plásmidos 

Descripción  Referencia 

Cepa   

E. coli DH5α endA1 hsdR17 supE44 thi-1λ- recA1 gyrA96 relA1 ΔlacU169 

Ø80 (ΔlacZΔM15). 

Invitrogen, Carlsbad, CA 

E. coli S17.1 pro, thi hsd, recA,:: RP4-2 Tc:: Mu-Km Tn7. Simon et al., 1983 

A. brasilense Sp245 Cepa silvestre. Baldani et al., 1987 

A. brasilense M-1 Cepa silvestre aislada de Saccharum officinarum. Jijón-Moreno et al., 2015 

A. brasilense Az39 Cepa silvestre aislada de Triticum turgidum. Díaz-Zorita δ Fernández-

Canigia, 2009 

A. brasilense 42M Cepa silvestre aislada de Zea mays. Garcia de Salamone et al., 

 1996 

A. brasilense C-15 Cepa silvestre aislada de Panicum maximum Jacq. Jijón-Moreno et al., 2015 

A. lipoferum 5 Cepa silvestre aislada de Oryza sativa Rariz et al., 2013 

A. lipoferum 45 Cepa silvestre aislada de Oryza sativa Rariz et al., 2013 

A. lipoferum 64 Cepa silvestre aislada de Oryza sativa Rariz et al., 2013 

A. brasilense Sp7 Cepa silvestre. Tarrand et al., 1978 

A. brasilense 2112 Cepa derivada de  A. brasilense Sp7 mutada en el gen ipdC. 

(ipdC::lacZ-KmR-SmR/SpcR). KmR,  SmR. 

Carreño-López et al., 2000 

A. brasilense 2113 Cepa derivada de  A. brasilense Sp7 mutada en el gen libR 

por inserción de un gen de resistencia a kanamicina 

(ΔlibR::KmR). KmR. 

Este trabajo 

A. brasilense 2114 Cepa derivada de  A. brasilense Sp7 mutada en el gen mibR 

por inserción de un gen de resistencia a kanamicina 

(ΔmibR::KmR). KmR. 

Este trabajo 

A. brasilense 2115 Cepa derivada de  A. brasilense Sp7 mutada en el gen mibR 

por inserción de un gen de resistencia a gentamicina y en el 

gen libR por inserción de un gen de resistencia a kanamicina 

( ΔlibR::KmR, ΔmibR::GmR). KmR, GmR. 

Este trabajo 

A. brasilense 2116 Cepa derivada de  A. brasilense Sp7 mutada en el gen tyrR 

por inserción de un gen de resistencia a gentamicina 

(tyrR::GmR). GmR.  

Este trabajo 

A. brasilense 2117 Cepa derivada de  A. brasilense 2112  mutada en el gen tyrR 

por inserción de un gen de resistencia a gentamicina 

(ipdC::lacZ-KmR-SmR/SpcR, tyrR::GmR). KmR, SmR, GmR. 

Este trabajo 

A. brasilense 2113-libR+ Cepa complementada derivada de la mutante A. brasilense 

2113 (libR::KmR), contiene el plásmido de bajo número de 

copias pJB3-libR. KmR, TCR. 

Este trabajo 

A. brasilense 2115-libR+ 

mibR+ 

Cepa complementada derivada de la mutante A. brasilense 

2115 (ΔmibR::GmR, ΔlibR::KmR), contiene el plásmido de 

bajo número de copias pJB3mibR-libR. KmR, GmR, TCR. 

Este trabajo 

   

plásmido   

pBluescript + Vector de clonación, ApR. Stratagene, La Jolla, 

CA, USA 

pCR2.1-TOPO Vector de clonación, ApR, KmR. Invitrogen 

pBSL142 Plásmido de alto número de copias, GmR, ApR. Alexeyev et al., 1995 

pJB3Tc20 Plásmido de bajo número de copias, TcR, ApR. Blatny et al., 1997 
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pCR2.1-tyrR Derivado de  pCR2.1-TOPO, contiene clonado un fragmento 

de DNA de 2886 pb que incluye la región codificante de tyrR 

de A. brasilense Sp7. ApR, KmR. 

Este trabajo 

pCR2.1-tyrR::GmR Derivado de  pCR2.1-tyrR, contiene clonado un gen de 

resistencia a gentamicina en la región codificante de tyrR,  

ApR
, KmR, GmR. 

Este trabajo 

pSUP202 Plásmido suicida,  ApR,  TcR, CmR. Simon et al., 1983 

pSUP-tyrR::GmR Plásmido suicida derivado de pSUP202, contiene el gen tyrR 

de A. brasilense Sp7 interrumpido con un gen de resistencia a 

gentamicina,  ApR, CmR, GmR. 

Este trabajo 

pGEM-T-Easy Vector de clonación, ApR. Promega 

pGEM-FAlibR Derivado de  pGEM-T-Easy, contiene clonado una fragmento 

de 771 pb correspondiente a una región rio arriba de libR de A. 

brasilense Sp7, ApR. 

Este trabajo 

pGEM-FBlibR Derivado de  pGEM-T-Easy, contiene clonado una fragmento 

de 855 pb correspondiente a una región rio abajo de libR de A. 

brasilense Sp7, ApR. 

Este trabajo 

pGEM-FAmibR Derivado de  pGEM-T-Easy, contiene clonado una fragmento 

de 781 pb correspondiente a una región rio arriba de mibR de 

A. brasilense Sp7, ApR. 

Este trabajo 

pGEM-FBmibR Derivado de  pGEM-T-Easy, contiene clonado una fragmento 

de 830 pb correspondiente a una región rio abajo de mibR de 

A. brasilense Sp7,  ApR. 

Este trabajo 

pJMS-Km Plásmido suicida derivado de pSUP202,  ApR, TcR, KmR. Ramírez-Mata et al., 2016 

pJMS-ΔlibR::KmR Plásmido suicida derivado de  pJMS-Km, contiene clonado un 

fragmento rio arriba (771 pb) y un fragmento rio abajo (855 

pb) de libR de A. brasilense Sp7 flanqueando a un gen de 

resistencia a kanamicina,  ApR, TcR, KmR. 

Este trabajo 

pJMS-ΔmibR::KmR Plásmido suicida derivado de  pJMS-KmR, contiene clonado 

un fragmento rio arriba (781 pb) y un fragmento rio abajo (830 

pb) de mibR de A. brasilense Sp7 flanqueando a un gen de 

resistencia a kanamicina, ApR, TcR, KmR. 

Este trabajo 

pJMS-ΔmibR::GmR Plásmido suicida derivado de  pJMS-ΔmibR::KmR, contiene 

clonado un fragmento rio arriba (781 pb) y un fragmento rio 

abajo (830 pb) de mibR de A. brasilense Sp7 flanqueando a un 

gen de resistencia a gentamicina,  ApR, TcR, GmR. 

Este trabajo 

pJB3-libR Plásmido de bajo número de copias que contiene el gen 

silvestre libR de A. brasilense Sp7 incluyendo su promotor. 

Este plásmido fue utilizado para la complementación de la 

mutante A. brasilense 2113. TCR, ApR. 

Este trabajo 

pJB3mibR-libR Plásmido de bajo número de copias que contiene el gen 

silvestre mibR y el gen silvestre libR de A. brasilense Sp7 

incluyendo su promotor. Este plásmido fue utilizado para la 

complementación de la mutante A. brasilense 2115. TCR, ApR. 

Este trabajo 

pGEX-4T-1 Plásmido de expresión de proteínas. ApR GE Healthcare Life 

Sciences 

pGEXGST-libR Plásmido de expresión que contiene el gen libR fusionado al 

gen gst. Este plásmido fue utilizado para la expresión de LibR 

en E. coli BL21. ApR. 

Este trabajo 

pGEXGST-mibR Plásmido de expresión que contiene el gen mibR fusionado al 

gen gst. Este plásmido fue utilizado para la expresión de MibR 

en E. coli BL21. ApR. 

Este trabajo 

   

19 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.2.Técnicas de biología molecular  

 

Los oligonucleótidos utilizados en este trabajo están listados en la tabla 3.  

 

Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados en este trabajo. 

 
Oligonucleótido y 

uso 

Secuencia 5´- 3´ Características del amplicón Referencia 

Amplificación del 

RNAr 16S  

   

rRNA-AZOF 

rRNA-AZOR 

TGAGAAGGGATGCGCAGGCGG 

CCGTGAGAAGGGATGCGCCG 

Amplificación del gen rRNA 16S de  

Azospirillum spp. (1.75 kb) 

Jijón-Moreno 

et al., 2015 

Amplificación de ipdC    
RegR-2F 

RiaaC-Stop 

GTCCGAAAGACGCCCATC 

TTAGCGGGCCAGCCCGATC 

Amplificación de ipdC incluyendo 

el promotor (1896 pb) 

Jijón-Moreno 

et al., 2015 

Cromatografía de 

afinidad a DNA 

   

BIOT-PipdCF CATGCGGGCATCATTCGAAAGTC Amplificación del promotor de ipdC  Este trabajo 

PipdCR TGTGCGCCGCGATCCTTCAG biotinilado en el 5´ (303 pb)  

Mutación de tyrR y 

comprobación 

   

TyrR-F1 AACGGCTTCACCAGCGTCGG Amplificación de tyrR incluyendo una Este trabajo 
TyrR-R1.1 GGATGGGTGCGCCTGGTTCC región del extremo 5´y 3´ (2886 pb)  

Mutación de libR y 

comprobación 

   

LuxR-AF ATCCCGGGTACCTTCGCCAAGCTCCAACAGGC Amplificación de una región del extre- Este trabajo 

LuxR-AR GTCTCGAGATTTTCATCTGGTGGTGCCC mo 5´de libR (fragmento A, 771 pb)  

    
LuxR-BF ATAGGCCTATGGCCTTTCCGCAGTCGC Amplificación de una región del extre- Este trabajo 

LuxR-BR CACCCGGGACTAGTACTGGTCGCTGAACCTTGAC mo 3´de libR (fragmento B, 855 pb)  

Mutación de mibR y 

comprobación 

   

MarR-AF ATCCCGGGTACCAGGGCTTGCCTTCCTTCTTC Amplificación de una región del extre- Este trabajo 

MarR-AR TACTCGAGGGTCAACGTGAAAGCCGTCG mo 5´de mibR (fragmento A, 781 pb)  
    

MarR-BF ATAGGCCTGCGCAGCTCATCGACTTCCTG Amplificación de una región del extre- Este trabajo 

MarR-BR ATCCCGGGACTAGTGTCGTCGGCGACAAGTATGT mo 3´de mibR (fragmento B, 830 pb)  

Otros usos    

KmR-F7 GCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTG Hibrida en la posición 758-781 de Kmr  Este trabajo 

KmR-R CAGTGACAACGTCGAGCACAGC Hibrida en la posición 235-256 de Kmr  

Clonación y 

expresión de MibR 

   

FmarR ATGAATTCTTGACCGACATCGACCGCCC Amplificación de la región codificante  Este trabajo 
RmarR ATGTCGACTCAGCCGGCCCGCGAGATGC de mibR (495 pb)  

Clonación y 

expresión de LibR 

   

FluxR ATGAATTCATGAAAATCCTGATCGGAGACGA Amplificación de la región codificante Este trabajo 

RluxR ATGTCGACTCAGGCGGAGTGCGACTGCG de libR (645 pb)  

RT-qPCR    

ipdC-RT-F2 ATCCTCAGCGACACAAACTT Amplificación de un fragmento de ipdC Este trabajo 

ipdC-RT-R TGTCGGCGTAGGTGTGATAG (109 pb)  

    
gyrA-RT-F2 

gyrA-RT-R2 

GTCGGGCATGTCGATGAAG 

GGTAGACCTTCAGCTTGTAGAC 

Amplificación de un fragmento de gyrA 

(116 pb) 

Este trabajo 

    

rhoF2 

rhoR2 

GCGGCTCGCTGACCATCATC 

GACCAGCAGCTCCTCCTTGC 

Amplificación de un fragmento de rho 

(188 pb) 

Este trabajo 
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La purificación de DNA plasmídico y genómico, así como la preparación y la transformación de células 

quimiocompetentes de E. coli se llevaron a cabo de acuerdo a los protocolos descritos por Sambrook et al., 

2001. La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se llevó a cabo en un volumen de reacción de 20 µl 

que incluyó los siguientes componentes: 1 μl de DNA templado (50 ng), 1 μl de dimetilsulfóxido (5%), 1.6 

μl de una mezcla de 5 mM de desoxinucleósidos trifosfato (concentración final de 0.4 mM de cada uno), 2 

μl de buffer de reacción de PCR 10X, 1.2 μl de una solución de 50 mM de MgCl2 (concentración final de 

3.0 mM), 1 μl de una solución de 10 μM de oligonucleótidos (concentración final de 0.5 μM de cada uno), 

0.25 μl de Taq DNA polimerasa recombinante o  Taq DNA polimerasa platinum (Invitrogen) 5 unidades/μl 

(concentración final de 1.25 U) y 11 μl de agua mili-Q. La PCR se llevó a cabo en un termociclador (Bio-

Rad) siguiendo el siguiente programa: un ciclo de desnaturalización a 95ºC por 5 min, una segunda etapa 

de desnaturalización a 95ºC por 1 min, 35 ciclos de amplificación con una etapa de alineamiento por 30 seg 

a una temperatura dependiendo del par de oligonucleótidos utilizados y una etapa de elongación de 1 min/kb 

a 72ºC y una etapa de extensión final a 72 ºC por 10 min. Los productos de PCR fueron separados mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 0.8% a 70 volts por 1 h en buffer TAE 1x. Los fragmentos fueron 

comparados con un marcador de peso molecular de 1 kb (Fermentas). El gel fue teñido en bromuro de etidio 

y fotografiado bajo luz ultravioleta. Cuando fue necesario, las bandas se cortaron del gel y se purificaron 

con el kit comercial Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research, Orange, CA, USA). Las 

reacciones de ligación se llevaron a cabo utilizando T4 DNA ligasa de acuerdo a las recomendaciones del 

fabricante (Life Technologies). Todos los plásmidos construidos se comprobaron por restricción y cuando 

fue necesario por secuenciación (Unidad de Síntesis y Secuenciación de DNA, Instituto de Biotecnología, 

Universidad Nacional Autónoma de México, Cuernavaca Mor, México). 

 

6.3.Amplificación y secuenciación de ipdC de A. brasilense spp. 

 

La amplificación de ipdC incluyendo un fragmento de la región rio arriba se llevó a cabo por PCR utilizando 

los oligonucleótidos RegR-2F y RiaaC-Stop (tabla 3) y DNA genómico de cepas de Azospirillum spp. 

aisladas de diferentes plantas y regiones geográficas (tabla 2). La PCR y la separación de los productos de 

PCR de cada cepa se llevaron a cabo como se indicó anteriormente. Las bandas de DNA fueron purificadas 

con el kit Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research, Orange, CA, USA) y se enviaron a la 

Unidad de Síntesis y Secuenciación de DNA del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional 

Autónoma de México en donde se realizó la secuenciación de nucleótidos.   
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6.4.Aislamiento e identificación de proteínas de unión al promotor de ipdC por cromatografía 

de afinidad a DNA 

 

El aislamiento de proteínas de unión al promotor de ipdC se llevó a cabo mediante cromatografía de afinidad 

a DNA de acuerdo al protocolo descrito por Jutras et al. (2012) con algunas modificaciones. Los reactivos 

y soluciones se muestran en la tabla complementaria C2. El ensayo se describe a continuación:  

Se utilizó como sonda un fragmento de 306 pb que incluyó una región de 256 pb rio arriba del codón de 

inicio de ipdC y una región de 50 pb rio abajo del mismo. La sonda se obtuvo mediante amplificación por 

PCR utilizando el oligonucleótido delantero BIOT-PipdCF el cual se le agregó una molécula de biotina en 

el extremo 5´ (Integrated DNA Technologies) y el oligonucleótido reverso PipdCR (tabla 3) y DNA 

genómico de A. brasilense Sp7 como templado. El fragmento amplificado se corrió en un gel de agarosa al 

1% y la banda de DNA correspondiente se purificó utilizando el kit Zymoclean Gel DNA Recovery Kit 

(Zymo Research). Posteriormente, se mezclaron 200 µl (2 mg) de perlas magnéticas acopladas a 

estreptavidina (Dynabeads M-280 Streptavidin, Life Technologies), con 500 µl de buffer de lavado 2x, el 

tubo se colocó en un magneto (DynaMagTM-Spin, Life Technologies) para separar el sobrenadante de las 

perlas. Este proceso de lavado se realizó 3 veces. 

Después de la etapa de lavado, las perlas se mezclaron con 200 µl de buffer de lavado 2x y 20 µg de DNA 

sonda biotinilada. La muestra se mantuvo en agitación constante (50 rpm)  utilizando un revolver rotador 

de 360º (Labnet revolverTM, Labnet international Inc.) durante 1 h a 25 ºC seguido por 3 lavados con 500 

µl de buffer de lavado 1x y finalmente 3 lavados con 500 µl de buffer TE.  

El extracto proteico se obtuvo a partir de un cultivo de A. brasilense Sp7 crecido en 500 ml de medio 

mínimo con malato como fuente de carbono y triptófano (100 µg/ml) a 30ºC durante 30 h (fase estacionaria, 

DO600 = 1.4) a 150 rpm. Las células se empaquetaron por centrifugación a 10000 rpm por 10 min y se 

lavaron dos veces con 50 ml de buffer TN. Posteriormente las células se resuspendieron en 5 ml de buffer 

de sonicación. Después de 1 h de incubación a 37 ºC las células se lisaron por sonicación mantenidas en 

hielo con un programa de 5 pulsos por 5 min a 40% de amplitud (el proceso se repitió 3 veces con intervalos 

de 5 min). Las células lisadas se pasaron a tubos Eppendorf de 1.5 ml y se centrifugaron a 14000 rpm 

durante 1 h a 4ºC para separar los restos celulares (este proceso se realizó dos veces). Posteriormente se 

cuantificaron las proteínas de la fracción soluble utilizando el método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay 

Kit) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El rendimiento promedio fue de 12 mg de proteínas/ml. 

El complejo promotor ipdC-estreptavidina se lavó 3 veces con 500 µl de buffer de unión (buffer de 

sonicación sin lisozima), posteriormente se agregaron 400 µl de buffer de unión complementado con 10 µg 

de DNA competidor Poly-dI-dC (ácido poli-desoxiinosínico-desoxicitidílico, Sigma-Aldrich) y 750 µl de 
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extracto proteico (9 mg de proteínas), seguido por incubación a 25 ºC por 1 h en agitación constante en el 

revolver agitador de 360º. Este proceso se repitió una vez más agregando la misma cantidad de Poly-dI-dC 

y de extracto proteico (18 mg de proteínas en total). Finalmente el complejo se lavó cuatro veces con 500 

µl de buffer de unión para eliminar las proteínas de unión no específica. 

Las proteínas de unión al promotor de ipdC se eluyeron agregando 150 µl de buffer de elusión, la muestra 

se homogeneizo suavemente en Vortex por 5 min, se colocó en el magneto y se separó el sobrenadante, el 

cual se guardó a -20ºC. El proceso de elusión se repitió aumentando la concentración de NaCl del buffer de 

elusión a 500, 750 y 1 M. Finalmente las muestras se separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida 

con SDS (PAGE-SDS) en gradiente de poliacrilamida de 4-20% (Bio-Rad). El gel fue teñido con azul de 

Coomassie de acuerdo a Schägger (2006), o con nitrato de plata de acuerdo al protocolo descrito por 

Chevallet et al., (2006).   

 

6.5. Identificación de las proteínas obtenidas por cromatografía de afinidad a DNA 

 

Las bandas de interés se cortaron del gel de poliacrilamida y se enviaron al Laboratorio Nacional de 

Servicios Experimentales del Centro de Investigación y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico 

Nacional (LaNSE-CINVESTAV-IPN), en donde realizó la identificación de las proteínas por MALDI-

TOF-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization-Time-Of-Flight). 

 

6.6. Construcción de la mutante A. brasilense 2116 

 

La mutación de tyrR se llevó a cabo a través de la insersión de un gen de resistencia a Gm en la región 

codificante de tyrR y la mutante se obtuvo por recombinación homóloga. Para ello se amplificó por PCR 

una región de 2886 pb utilizando DNA genómico de A. brasilense Sp7 como templado y los 

oligonucleótidos tyrR-F1 y tyrR-R1.1 (tabla 3). Este fragmento incluyó la región codificante de tyrR 

(AMK58_07015, 1542 pb) y una región de 1063 pb rio arriba y una región de 281 pb rio abajo de tyrR 

relativo al codón de inicio y al codón de paro, respectivamente. El fragmento se clonó en el vector pCR2.1-

TOPO (Invitrogen) obteniendo el plásmido pCR2.1-tyrR.  Posteriormente, el plásmido pCR2.1-tyrR se 

digirió con la enzima SalI, en la región codificante de tyrR (posición 412-417). En este sitio se insertó un 

gen de resistencia a Gm el cual fue obtenido del plásmido pBSLl42 mediante restricción con SalI 

obteniendo el plásmido pCR2.1-tyrR::GmR. El fragmento tyrR::GmR se amplificó por PCR a partir de 

pCR2.1-tyrR::GmR utilizando los oligonucleótidos tyrR-F1 y tyrR-R1.1. El fragmento de PCR con un 

tamaño aproximado de 3.75 kb se clonó el sitio EcoRV del plásmido suicida pSUP202 (Simon et al., 1983) 
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obteniendo el plásmido pSUP-tyrR::GmR el cual fue incorporado en E. coli S17.1 (λpir) por transformación 

química.  

La mutante A. brasilense 2116 se obtuvo por conjugación biparental como se indica a continuación: las 

células donadoras de E. coli S17.1, las cuales contenían el plásmido pSUP-tyrR::GmR,  se cultivaron en 5 

ml de medio LB* complementado con 30 µg/ml de Gm a 37 ºC a 150 rpm hasta alcanzar una DO600 de 0.8, 

mientras que las células receptoras de A. brasilense Sp7 se cultivaron en medio LB* a 30 ºC a 150 rpm hasta 

alcanzar una DO600 de 0.3. Se tomó 1 ml de cada cultivo y se centrifugaron a 8000 rpm por 2 min a 

temperatura ambiente, el paquete celular se lavó dos veces con 1 ml de LB*. Posteriormente, las células 

donadoras y las receptoras se resuspendieron en 50 µl de LB*, se mezclaron y se colocaron en forma de 

punto (20 µl en cada punto) sobre una placa de LB* sin antibióticos. Después de 24 h de incubación a 30 

ºC, las células se resuspendieron en 1 ml de MMAB-M y se empaquetaron por centrifugación a 8000 rpm 

por 2 min a temperatura ambiente y se lavaron 2 veces con MMAB-M. Las células se resuspendieron en 1 

ml de MMAB-M, se preparó una serie de diluciones (de 10-1 a 10-3) en un volumen de 100 µl y se sembraron 

de manera masiva en placas de MMAB-M complementado con 30 µg/ml de Gm. Después de 48 h de 

incubación a 30 ºC las transconjugantes se resembraron en placas de MMAB-M complementadas con 30 

µg/ml de Gm con ayuda de palillos de madera estériles y de manera simultánea se sembraron en placas de 

MMAB-M complementadas con 15 µg/ml de Tc. Las transconjugantes que fueron GmR y TcS se 

consideraron como posibles mutantes. La comprobación de la mutación de tyrR se llevó a cabo por PCR y 

se muestra en la figura 3. 
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Figura 3. Estrategia para la construcción de la mutante 2116. A. Mapa físico de la región del cromosoma de A. brasilense 

Sp7 donde se localiza el gen tyrR. B. Mapa físico del plásmido pSUP-tyrR::GmR construido para la mutación de tyrR por 

recombinación homóloga. C. Mapa físico de la región del cromosoma de la mutante A. brasilense 2116 (mutante tyrR). Las 

flechas indican los oligonucleótidos utlizados para la comprobación de la mutación de tyrR. D. Electroforesis en gel de agarosa 

que muestra la comprobación por PCR de la mutación de tyrR: carril 1: Marcador de peso molecular de 1kb; carril 2: Producto 

de PCR obtenido con los oligonucleótidos tyrR-F1 y tyrR-R1.1 y DNA genómico de Sp7; Carril 3: producto de PCR obtenido 

con los oligonucleótidos tyrR-F1 y tyrR-R1.1 y DNA genómico de 2116; Carril 4: producto de PCR obtenido con los 

oligonucleótidos PrTyrRFSp7 y PrTyrRRSp7 y DNA genómico de Sp7; carril 5: producto de PCR obtenido con los 

oligonucleótidos PrTyrRFSp7 y PrTyrRRSp7 y DNA genómico de 2116; carril 6: PCR (control negativo) con los oligonucleótidos 

tyrR-F1 y Rgm3 y DNA genómico de  Sp7; carril 7: producto de PCR obtenido con los oligonucleótidos tyrR-F1 y Rgm3 y DNA 

genómico de 2116. Se muestra el tamaño de los productos de PCR en pares de bases. E. Cultivo de A. brasilense Sp7 y A. 

brasilense 2116 en medio mínimo con alanina como única fuente de carbono a las 48 horas de crecimiento. F. Cultivo de A. 

brasilense Sp7 y A. brasilense 2116 en placa de medio mínimo con alanina como única fuente de carbono complementado con 

rojo congo a los 5 días de crecimiento. 
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6.7. Construcción de la mutante A. brasilense 2117.  

 

Previo a este trabajo se construyó una mutante en el gen ipdC mediante la inserción de un casete que incluyó 

un gen de resistencia a estreptomicina/espectinomicina (SmR/SpcR), el gen reportero lacZ y un gen de 

resistencia a Km, obteniendo la fusión transcripcional cromosómica ipdC::lacZ-km-SmR/SpcR (tabla 2). La 

mutante fue nombrada A. brasilense 2112 (Carreño López et al, 2000). La mutante A. brasilense 2117 es 

derivada de la mutante A. brasilense 2112 y se construyó insertando el plásmido pSUP-tyrR::GmR en A. 

brasilense 2112  siguiendo el mismo método de conjugación biparental descrito anteriormente para la 

mutante A. brasilense 2116.  

 

6.8. Construcción de la mutante A. brasilense 2113   

 

Para construir la mutante A. brasilense 2113 se amplificó por PCR una región de 771 pb (762 pb rio arriba 

y 9 pb rio a bajo relativo al codón de inicio de libR [AMK58_RS19435]) el cual se nombró fragmento A 

utilizando DNA genómico de A. brasilense Sp7 como templado y los oligonucleótidos luxR-AF y luxR-

AR (tabla 3), los cuales fueron diseñados con un sitio KpnI y XhoI, respectivamente. Por otra parte se 

amplificó una región de 855 pb (30 pb rio arriba y 825 pb rio a bajo relativo al codón de paro de libR), el 

cual se nombró fragmento B utilizando los oligonucleótidos luxR-BF y luxR-BR (tabla 3), los cuales fueron 

diseñados con sitios StuI y SpeI, respectivamente. El fragmento A y el fragmento B se clonaron de manera 

separada en el plásmido pGEM-T-Easy (Promega) obteniendo los plásmidos pGEM-FAlibR y pGEM-

FBlibR, respectivamente. El fragmento A se liberó de pGEM-FAlibR con KpnI y XhoI y se clonó en los 

sitios KpnI-XhoI del plásmido suicida pJMS-Km (Ramírez-Mata et al., 2016) obteniendo el plásmido 

pJMS-FAlibR-KmR. Posteriormente, el fragmento B se liberó de pGEM-FBlibR con StuI y SpeI y se clonó 

en los sitios StuI-SpeI de pJMS-FAlibR-KmR obteniendo el plásmido pJMS-ΔlibR::KmR el cual se 

transformó en células quimiocompetentes de E. coli S17.1.  

La mutante A. brasilense 2113 se obtuvo a través de un proceso de doble entrecruzamiento por 

recombinación homóloga siguiendo el mismo método de conjugación biparental descrito anteriormente, 

excepto que el medio de cultivo se complementó con 25 µg/ml de Km para la selección de las 

transconjugantes. La comprobación de la mutación de libR se llevó a cabo por PCR y RT-PCR y se muestra 

en la figura 4.  
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Figura 4. Estrategia para la construcción de la mutante 2113. A. Mapa físico de la región del plásmido ABSP7_p1 de A. 

brasilense Sp7 donde se localiza libR. B. Mapa físico del plásmido suicida pJMS-ΔlibR::KmR construido para la mutación de libR 

por recombinación homóloga. C. Mapa físico de la región del plásmido ABSP7_P1 de la mutante A. brasilense 2113. Las flechas 

indican los oligonucleótidos utilizados para la comprobación de la mutante 2113. D. Electroforesis en gel de agarosa que muestra 

la comprobación de la mutación de libR: Carril 1: marcador de peso molecular de 1 kb; Carril 2: producto de PCR obtenido con los 

oligonucleótidos luxR-AF y luxR-BR y DNA genómico de la cepa Sp7 (silvestre); carril 3: producto de PCR obtenido con los 

oligonucleótidos luxR-AF y luxR-BR y DNA plasmíco de E. coli DH5α que contiene el plásmido pJMS-ΔlibR::Km; carril 4: 

producto de PCR obtenido con los oligonucleótidos luxR-AF y luxR-BR y DNA genómico de 2113; carril 5: producto de PCR 

obtenido con los oligonucleótidos luxR-AF y RluxR y DNA genómico de Sp7; carril 6: producto de PCR obtenido con los 

oligonucleótidos luxR-AF y RluxR y DNA plasmíco de E. coli DH5α que contiene el plásmido pJMS-ΔlibR::Km; carril 7: producto 

de PCR obtenido con los oligonucleótidos FluxR y RluxR y DNA genómico de 2113; carril 8: producto de PCR obtenido con los 

oligonucleótidos luxR-AF y Kmr-R y DNA plasmíco de E. coli DH5α que contiene el plásmido pJMS-ΔlibR::Km; carril 9: producto 

de PCR obtenido con los oligonucleótidos luxR-AF y Kmr-R y DNA genómico de 2113; carril 10: producto de PCR obtenido con 

los oligonucleótidos Kmr-F7 y luxR-BR y DNA plasmíco de E. coli DH5α que contiene el plásmido pJMS-ΔlibR::Km; carril 11: 

producto de PCR obtenido con los oligonucleótidos Kmr-F7 y luxR-BR y DNA genómico de la cepa 2113; carril 12: producto de 

PCR obtenido con los oligonucleótidos FluxR y RluxR y DNA genómico de Sp7; carril 13: PCR realizado con los oligonucleótidos 
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FluxR y RluxR y DNA genómico de la cepa 2113 (comprobación de la ausencia de libR); Carril 14: marcador de peso molecular 

de 1 kb. El tamaño de los productos de PCR está indicado en pares de bases. E. Comprobación de la mutación de libR por RT-

PCR. El RNA fue extraído de células crecidas hasta la fase estacionaria (24 h de crecimiento) en medio mínimo con malato sin la 

adición de triptófano. Para las reacciones de PCR se utilizaron como templado 200 ng de cDNA (+RT) o de RNA (-RT) de Sp7 o 

de 2113 y los oligonucleótidos FluxR y RluxR. En la parte inferior de la figura se muestra el corrimiento de los productos de 

amplificación del gen gyrA, el cual fue utilizado como normalizador. En todos los carriles se cargó el mismo volumen de la mezcla 

de reacción de PCR (5 µl).  F. Cultivo en placa de 4 días de crecimiento de la cepa Sp7, 2113 Y 2113-libR+ en MMAB con malato 

complementado con rojo congo. 

 

 

6.9. Construcción de la mutante A. brasilense 2114 

 

Para construir la mutante A. brasilense 2114 se amplificó por PCR una región de 781 pb (775 pb rio arriba 

y 6 pb rio a bajo relativo al codón de inicio de mibR [AMK58_RS00175]) el cual se nombró fragmento A 

utilizando DNA genómico de A. brasilense Sp7 como templado y los oligonucleótidos marR-AF y marR-

AR (tabla 3), los cuales fueron diseñados con un sitio KpnI y XhoI, respectivamente. Por otra parte se 

amplificó una región de 830 pb (45 pb rio arriba y 785 pb rio abajo relativo al codón de paro de mibR), el 

cual se nombró fragmento B utilizando los oligonucleótidos marR-BF y marR-BR (tabla 3), los cuales 

fueron diseñados con sitios StuI y SpeI, respectivamente. El fragmento A y el fragmento B se clonaron de 

manera separada en el plásmido pGEM-T-Easy obteniendo los plásmidos pGEM-FAmibR y pGEM-

FBmibR, respectivamente. El fragmento A se liberó de pGEM-FAmibR con KpnI y XhoI y se clonó en los 

sitios KpnI-XhoI del plásmido suicida pJMS-Km obteniendo el plásmido pJMS-FAmibR-KmR. 

Posteriormente, el fragmento B se liberó de pGEM-FBmibR con StuI y SpeI y se clonó en los sitios StuI-

SpeI de pJMS-FAmarR-KmR obteniendo el plásmido pJMS-ΔmibR::KmR. La mutante A. brasilense 2114 

se obtuvo a través de un proceso de doble entrecruzamiento por recombinación homóloga siguiendo el 

mismo método de conjugación biparental descrito anteriormente. La comprobación de la mutación de mibR 

se llevó a cabo por PCR y por RT-PCR y se muestra en la figura 5. 
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Figura 5. Estrategia para la construcción de la mutante 2114. A. Mapa físico de la región del cromosoma de A. brasilense Sp7 

donde se localiza mibR. B. Mapa físico del plásmido suicida pJMS-ΔmibR::KmR construido para mutación de marR por 

recombinación homóloga. C. Mapa físico de la región del cromosoma de la mutante A. brasilense 2114. Las flechas indican los 

oligonucleótidos utilizados para la comprobación de la mutante 2114. D. Electroforesis en gel de agarosa que muestra la 

comprobación de la mutación de marR: Carril 1: marcador de peso molecular de 1 kb; Carril 2: producto de PCR obtenido con los 

oligonucleótidos marR-AF y marR-BR y DNA genómico de la cepa Sp7 (silvestre); carril 3: producto de PCR obtenido con los 

oligonucleótidos marR-AF y marR-BR y DNA genómico de la cepa 2114; carril 4: producto de PCR obtenido con los 

oligonucleótidos marR-AF y RmarR y DNA genómico de la cepa Sp7; carril 5: producto de PCR obtenido con los oligonucleótidos 

marR-AF y RmarR y DNA genómico de la cepa 2114; carril 6: producto de PCR obtenido con los oligonucleótidos marR-AF y 

Kmr-R y DNA genómico de la cepa 2114; carril 7: producto de PCR obtenido con los oligonucleótidos Kmr-F7 y marR-BR y DNA 

genómico de la cepa 2114. El tamaño de los productos de PCR está indicado en pares de bases. E. Comprobación de la mutación 

de mibR por RT-PCR. El RNA fue extraído de células crecidas hasta la fase estacionaria (24 h de crecimiento) en medio mínimo 

con malato sin la adición de triptófano. Para las reacciones de PCR se utilizaron como templado 200 ng de cDNA (+RT) o de RNA 

(-RT) de Sp7 o de 2114 y los oligonucleótidos FmarR y RmarR. En la parte inferior de la figura se muestra el corrimiento de los 

productos de amplificación del gen gyrA, el cual fue utilizado como normalizador. En todos los carriles se cargó el mismo volumen 

de la mezcla de reacción de PCR (5 µl). 
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6.10. Construcción de la doble mutante A. brasilense 2115 

 

Para obtener la doble mutante A. brasilense 2115, el gen de resistencia a Km del plásmido pJMS-

ΔmibR::KmR fue eliminado mediante restricción con XbaI y en su lugar se insertó un gen de resistencia a 

Gm obtenido del plásmido pBSL142 (Alexeyev et al., 1995) mediante restricción con XbaI, obteniendo el 

plásmido pJMS-ΔmibR::GmR, el cual se transformó en células quimiocompetentes de E. coli S17.1. A. 

brasilense 2113 se conjugó con E. coli S17.1 la cual contenía el plásmido pJMS-ΔmibR::GmR siguiendo el 

mismo método de conjugación biparental descrito anteriormente. Las transconjugantes se seleccionaron en 

placas de MMAB con malato complementadas con 30 µg/ml de Gm y 25 µg/ml de Km. La comprobación 

de la mutante obtenida, nombrada A. brasilense 2115, se llevó a cabo por PCR de la misma forma que se 

realizó para las mutantes 2113 y 2114 (no mostrado). 

 

6.11. Complementación de las mutantes A. brasilense 2113 y A. brasilense 2115 

 

La mutante A. brasilense 2113 se complementó en trans con el plásmido de bajo número de copias 

pJB3libR. Para ello, la región codificante de gen libR incluyendo una región de 762 pb rio arriba del codón 

de inicio se amplificó por PCR utilizando DNA genómico de A. brasilense Sp7 como templado y los 

oligonucleótidos luxR-AF y RluxR (tabla 3). El producto de PCR (1407 pb) se clonó en el plásmido pGEM-

T-Easy obteniendo el plásmido pGEM-libRSp7. libR (incluyendo el probable promotor) se liberó de 

pGEM-libRSp7 con EcoRI y se clonó en el mismo sitio del plásmido pJB3TC20 (Blatny et al., 1997) 

obteniendo el plásmido pJB3libR el cual se transformó en células quimiocompetentes de E. coli DH5α y E. 

coli S17.1. pJB3libR se transfirió por conjugación a la mutante A. brasilense 2113 siguiendo el mismo 

método de conjugación biparental descrito anteriormente. Las transconjugantes se seleccionaron en placas 

de MMAB con malato complementadas con 15 µg/ml de Tc y 25 µg/ml de Km. La comprobación de la 

cepa complementada, nombrada A. brasilense 2113-libR+ se llevó a cabo por PCR (no mostrado). 

Por otro lado, la doble mutante A. brasilense 2115 se complementó en trans con el plásmido pJB3mibR-

libR. Para ello, la región codificante de gen mibR incluyendo una región de 775 pb rio arriba del codón de 

inicio se amplificó por PCR utilizando DNA genómico de A. brasilense Sp7 como templado y los 

oligonucleótidos marR-AF y RmarR (tabla 3). El producto de PCR (1270 pb) se clonó en el plásmido 

pGEM-T Easy obteniendo el plásmido pGEM-mibRSp7. mibR (incluyendo el probable promotor) se liberó 

de pGEM-mibRSp7 con EcoRI y se clonó en el mismo sitio del plásmido pBSL142. De esta forma, el gen 

de resistencia a Gm de pBSL142 quedó reemplazado por mibR generando el plásmido pBSL-mibRSp7. 

Posteriormente, mibR se liberó de pBSL-mibRSp7 con HindIII-XbaI y se clonó en los mismos sitios del 
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plásmido pJB3libR generando el plásmido pJB3mibR-libR el cual se transformó en células 

quimiocompetentes de E. coli DH5α y E. coli S17.1. pJB3mibR-libR se transfirió por conjugación a la 

mutante A. brasilense 2115 siguiendo el mismo método de conjugación biparental descrito anteriormente. 

Las transconjugantes se seleccionaron en placas de MMAB con malato complementadas con 15 µg/ml de 

Tc, 25 µg/ml de Km y 30 µg/ml de Gm. La comprobación de la cepa complementada, nombrada A. 

brasilense 2115-mibR+libR+ se llevó a cabo por PCR (no mostrado). 

 

6.12. Aislamiento del RNA y eliminación del DNA genómico   

 

Los reactivos y soluciones utilizadas para el aislamiento del RNA se muestran en la tabla C3. La técnica 

consistió en lo siguiente: una colonia de cada cepa bacteriana crecida en MMAB con malato y rojo congo 

(0.005%) por 48 h fue cultivada en 5 ml de MMAB con malato a 30 ºC y 150 rpm hasta la fase exponencial 

tardía (D0600 de 1.0 a 1.1). Este cultivo fue utilizado para inocular 20 ml de MMAB con malato a una DO600 

inicial de 0.01. Los cultivos se incubaron a 30 ºC y 150 rpm por 24 h (DO600 de 1.3). 2 ml de cada cultivo 

se centrifugaron a 8000 rpm por 2 min y cada paquete celular se lavó dos veces con buffer TE. 

Posteriormente, cada paquete celular fue resuspendido en 400 µl de buffer TE, 400 µl de buffer de lisis 

(bromuro de cetiltrimetilamonio [CTAB] 2% y de NaCl 2 M) y 50 µl de una solución de SDS al 10% y se 

incubaron por 5 min a temperatura ambiente para lisar las células. Posteriormente, se agregaron 150 µl de 

fenol saturado con buffer de Tris (Tris 0.1 M, pH 8.0) y 300 µl de una solución de cloroformo/alcohol 

isoamílico (24:1 [vol/vol]). Los tubos se centrifugaron a 10000 rpm por 10 min y cada sobrenadante se lavó 

3 veces con 300 µl de cloroformo/alcohol isoamílico. El RNA de cada cepa se precipitó con 2 volúmenes 

de etanol absoluto por 20 min a temperatura ambiente. Los tubos se centrifugaron a 10000 rpm por 10 min 

y el RNA purificado se lavó tres veces con 1 ml de etanol al 70% y se resuspendió en 100 µl de agua miliQ 

tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) al 0.1% estéril. La concentración del RNA se cuantificó midiendo 

la absorbancia a una DO de 260 nm en un espectrofotómetro Eon Microplate (BioTek) equipado con una 

placa microvolumétrica Take3 (BioTek). La calidad del RNA se determinó analizando la relación de la 

DO260/DO280 (un valor entre 1.8-2.0 se consideró aceptable) y la integridad del mismo se analizó mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.  

Inmediatamente después de la extracción del RNA, se eliminó el DNA genómico de cada muestra de RNA 

utilizando el kit comercial TURBO DNA-free Kit (Ambion, Life technologies). El procedimiento consistió 

en preparar una mezcla de reacción de 50 µl que incluyó los siguientes componentes: 8 µg de RNA, 5 µl 

de buffer de la DNasa TURBO 10X, 2 unidades de DNasa TURBO y agua libre de nucleasas. Las mezclas 

de reacción se incubaron por 30 min a 37 ºC. Posteriormente, se agregaron 5 µl de reactivo de inactivación 
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de la DNasa y se incubaron por 5 min a temperatura ambiente. Los tubos se centrifugaron a 10000 rpm por 

2 min y los sobrenadantes, los cuales contenían el RNA, se separaron del reactivo de inactivación de la 

DNasa. La concentración de cada muestra de RNA se volvió a cuantificar como se indicó anteriormente y 

la integridad del mismo se verificó por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Para corroborar la 

eliminación del DNA genómico, se realizó la PCR utilizando 200 ng de RNA como templado 200 ng de 

DNA genómico como control positivo y los oligonucleótidos 27F y 1492R para amplificar el RNAr 16S. 

Las reacciones de PCR fueron reamplificadas para corroborar la ausencia de cualquier producto de PCR. 

La ausencia de cualquier producto de PCR indicó que el DNA genómico se eliminó en su totalidad de las 

muestras de RNA.  

 

6.13. Síntesis del cDNA    

 

Inmediatamente después de la eliminación del DNA genómico de las muestras de RNA, se llevó a cabo la 

síntesis del DNA complementario (cDNA) utilizando el kit comercial Maxima First Strand cDNA Synthesis 

Kit for RT-qPCR (Thermofisher Scientific). El procedimiento consistió en preparar una mezcla de reacción 

de 25 µl que incluyó los siguientes componentes: 2 µg de RNA, 4 µl de la mezcla de reacción 5X (cuyos 

componentes incluyen el bufer de reacción, dNTPs y oligonucleótidos aleatorios), 2 µl de transcriptasa 

reversa (Maxima Enzyme Mix) y agua libre de nucleasas. La mezcla de reacción se incubó a 25 ºC por 30 

min, 50 ºC por 30 min, 65 ºC por 30 min y finalmente a 85 ºC por 5 min para inactivar la transcriptasa 

reversa. La concentración del cDNA de cada cepa se cuantificó midiendo la absorbancia a una DO de 260 

nm en un espectrofotómetro Eon Microplate (BioTek) equipado con una placa microvolumétrica Take3 

(BioTek).  

 

6.14. Análisis de la eficiencia de amplificación de los oligonucleótidos utilizados para la RT-

qPCR 

La eficiencia de amplificación de cada par de oligonucleótidos se analizó con el método de curva estándar 

con cuatro diluciones seriadas de cDNA de A. brasilense Sp7 y se muestra en la figura complementaria 

C11. Para la PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) se utilizó el kit comercial Maxima SYBR 

Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific). Se utilizaron los siguientes oligonucleótidos: 

ipdC-RT-F2 e ipdC-RT-R para amplificar un fragmento de 109 pb de ipdC; gyrA-RT-F2 y gyrA-RT-R2 

para amplificar un fragmento de 116 pb de gyrA; rhoF2 y rhoR2 para amplificar un fragmento de 188 pb 

de rho (tabla 3). Se prepararon mezclas de reacción por triplicado con un volumen final de 20 µl cada una 

que incluyó los siguientes componentes: 10 µl de Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X), 
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(cuyos componentes incluyen SYBR Green, dNTPs, Taq DNA polimerasa Maxima Hot Start, MgCl2 y 

buffer de PCR), 0.6 µl de cada oligonucleótido preparado a una concentración de 10 pmoles/µl 

(concentración final de 300 mM de cada uno), 2 µl de cDNA preparado a una concentración de 400, 40, 4 

y 0.4 ng/µl (concentración final de 40, 4, 0.4 y 0.04 ng/µl) y 6.8 µl de agua libre de nucleasas. La qPCR se 

realizó en un termociclador StepOnePlus (Applied Biosystem)  siguiendo el siguiente programa térmico: 

95 ºC por 10 min, seguido de 40 ciclos a 95 ºC por 15 seg y 60 ºC por 1 min, seguido de una etapa de curva 

de disociación (melt curve stage) a 95 ºC por 1 min, 60 ºC por 1 min y 95 ºC por 1 min.  

 

6.15. PCR cuantitativa en tiempo real  

 

La cuantificación de la expresíon de ipdC se llevó a cabo por RT-qPCR utilizando el kit comercial Maxima 

SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific). Se prepararon mezclas de reacción por 

triplicado con un volumen final de 20 µl cada una que incluyó los siguientes componentes: 10 µl de Maxima 

SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X), (cuyos componentes incluyen SYBR Green, dNTPs, Taq DNA 

polimerasa Maxima Hot Start, MgCl2 y buffer de PCR), 0.6 µl de cada oligonucleótido preparado a una 

concentración de 10 pmoles/µl (concentración final de 300 mM de cada uno), 2 µl de cDNA preparado a 

una concentración de 100 ng/µl (concentración final de 10 ng/µl) y 6.8 µl de agua libre de nucleasas. Para 

cada par de oligonucleótidos se incluyeron reacciones de PCR sin templado o con 200 ng/µl de RNA no 

tratado con transcriptasa reversa como controles negativos. La cuantificación de la expresión de ipdC se 

llevó a cabo mediante el método comparativo CT (2-ΔΔCT) en el que los genes gyrA y rho se utilizaron como 

genes de referencia. La RT-qPCR se realizó en un termociclador StepOnePlus (Applied Biosystem) 

siguiendo el siguiente programa térmico: 95 ºC por 10 min, 40 ciclos a 95 ºC por 15 seg y 60 ºC por 1 min, 

una etapa de curva de disociación (melt curve stage) a 95 ºC por 1 min, 60 ºC por 1 min y 95 ºC por 1 min. 

Los datos se colectaron en la etapa de alineamiento. Los resultados fueron analizados con el programa 

StepOne (Applied Biosystem). El experimento se realizó tres veces, cada uno con muestras biológicas 

obtenidas de ensayos independientes. En la figura complementaria C12 se muestran las gráficas de 

amplificación de ipdC, gyrA y rho obtenidas por RT-qPCR. 

 

6.16. Actividad enzimática de la β-galactosidasa 

 

El ensayo de la actividad enzimática de la β-galactosidasa se llevó a cabo de acuerdo a Miller (1972) con 

algunas modificaciones. Los reactivos y soluciones se muestran en la tabla complementaria C4. El ensayo 

consistió en preparar un precultivo de A. brasilense 2112 y de A. brasilense 2117 en 5 ml de MMAB con 
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malato como fuente carbono a 30 ºC por 18 h a 150 rpm. Posteriormente se tomaron alícuotas de cada 

precultivo y se inocularon de manera separada en 20 ml de MMAB con malato complementado con 100 

µg/ml de triptófano contenido en matraces de 120 ml de capacidad hasta obtener una DO600 de 0.01.  Los 

matraces se incubaron a 30 ºC a 150 rpm y se tomó una muestra de 2 ml de cada cultivo a las 12, 16, 20, 

24 y 28 h de crecimiento. 1 ml de cada muestra de cultivo se utilizó para medir el crecimiento bacteriano 

por espectrofotometría a una DO de 600 nm. Por otro lado, 1 ml de cada muestra de cultivo se centrifugó a 

8000 rpm por 2 min, se descartó el sobrenadante y el paquete celular se resuspendió en 1 ml de buffer Z. 

Las células se permeabilizaron con 50 µl de cloroformo y 50 µl de SDS al 0.1% a 30 ºC por 30 min. 

Posteriormente se agregaron 100 µl de solución sustrato (orto-nitrofenil-β-D-galactopiranósido, 8 mg/ml), 

las muestras se incubaron a 30 ºC por 30 min hasta que la solución se tornó de color amarillo (tiempo de 

reacción). Para detener la reacción enzimática se agregaron 200 µl de solución de paro (Na2CO3 1M), las 

muestras se centrifugaron a 10000 rpm por 5 min. Se midió en el sobrenadante a una DO de 420 nm. La 

actividad específica se calculó en unidades Miller (UM) utilizando la fórmula: (1000 x DO420)/(tiempo de 

reacción en min x DO600). El ensayo se realizó tres veces de manera independiente. 

 

6.17. Cuantificación de la producción de AIA  
 

 

La cuantificación de AIA se llevó a cabo con el método descrito por Szkop & Bielawski (2013) y Carreño-

López et al. (2000). La técnica consistió en preparar un precultivo de cada cepa de A. brasilense en 5 ml de 

MMAB con malato como fuente de carbono a 30 ºC por 18 h a 150 rpm. Posteriormente se tomaron 

alícuotas de cada precultivo y se inocularon de manera separada en 20 ml de MMAB-M complementado 

con 100 µg/ml de triptófano contenido en matraces de 120 ml de capacidad hasta obtener una DO600 de 

0.01.  Los matraces se incubaron a 30 ºC a 150 rpm y se tomó una muestra de 1 ml de cada cultivo. Las 

muestras se centrifugaron a 10000 rpm por 10 min y el sobrenadante se pasó por un filtro con tamaño de 

poro de 0.22 µm (Millipore). Para la separación por HPLC se inyectaron alícuotas de 20 μl en un 

cromatógrafo de líquidos (Beckman Gold Liquid) con una columna C-18 de fase reversa con un diámetro 

interno de 4.6 mm y un tamaño de partícula de 5 μm. Las fracciones fueron eluídas con una fase móvil 

isocrática, la cual consistió de acetonitrilo (reactivo A) y ácido acético al 1% (reactivo B) en una relación 

40:60 v/v, respectivamente, a una tasa de flujo de 1 ml/min y a una absorbancia de 280 nm con un tiempo 

de corrida de 6 min (Carreño-López et al., 2000). Los ensayos se realizaron por triplicado y la concentración 

de AIA se calculó de acuerdo a una curva patrón que se realizó a partir de AIA (Sigma catálogo no. 87-51-

4) y se normalizó cuantificando las proteínas totales del cultivo bacteriano con el método de Bradford de 

acuerdo a las especificaciones del fabricante (Bio-Rad).  
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6.18. Análisis bioinformáticos 

 

Los alineamientos se llevaron a cabo en el servidor Clustal Omega (Sievers et al., 2011). Los residuos 

conservados de nucleótidos y de aminoácidos se resaltaron con el servidor Multiple Align Show 

(http://www.bioinformatics.org/sms/index.html). La búsqueda de secuencias homólogas de nucleótidos o 

aminoácidos se llevó a cabo en Blast (Altschul et al., 1997) y en GenBank (Benson et al., 2005). La 

predicción de estructuras secundarias y terciarias se realizó con el servidor Phyre2 (Kelley et al, 2015) y 

la predicción de los dominios protéicos se realizó con el servidor SMART (Schultz et al., 1998). Los 

árboles filogenéticos se construyeron con el programa MEGA version 5.0 (Tamura et al., 2011). La 

búsqueda de sitios de unión a factores de transcripción se llevó a cabo en en el servidor Virtual Footprint 

de la base de datos PRODORIC (Münch et al., 2005). 

 

6.19. Análisis estadístico 

 

La siginificancia estadística de los datos se determinó utilizando una prueba t de student desapareada 

utlizando el programa estadístico SigmaPlot versión 14.0. 

 

6.20. Clonación y expresión de LibR y MibR  

 

Para la expresión de LibR, la región codificante de libR (645 pb) se amplificó con los oligonucleótidos 

FluxR y RluxR (tabla 3), los cuales fueron diseñados con sitios EcoRI y SalI, respectivamente y DNA de 

A. brasilense Sp7 como templado. El producto de PCR se clonó en los sitios EcoRI-SalI del plásmido de 

expresión pGEX-4T-1 (GE Health Care Life Sciences) generando el plásmido pGEXGST-libR. En 

pGEXGST-libR, libR quedó fusionado al gen que codifica para la proteína glutatión S-transferasa (GST), 

de tal manera que se genera una proteína híbrida GST-LibR, con GST unida al extremo amino terminal de 

LibR. Por otro lado, para la expresión de MibR, la región codificante de mibR (495 pb) se amplificó con 

los oligonucleótidos FmarR y RmarR (tabla 3), los cuales fueron diseñados con sitios EcoRI y SalI, 

respectivamente y DNA de A. brasilense Sp7 como templado. La clonación se realizó de manera similar 

que libR generando el plásmido pGEXGST-mibR. El mapa físico de los plásmidos pGEXGST-libR y 

pGEXGST-mibR se muestra en la figura complementaria C13. pGEXGST-mibR, mibR quedó fusionado a 

gst, de tal manera que se genera una proteína híbrida GST-MibR, con GST unida al extremo amino terminal 

de MibR. pGEXGST-libR y pGEXGST-mibR se transfirieron de manera separada a células 

quimiocompetentes de E. coli BL21 generando las cepas E. coli BL21-libR o E. coli BL21-mibR, 
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respectivamente. Se prepraró un precultivo bacteriano de E. coli BL21-libR o E. coli BL21-mibR 

inoculando una colonia de cada cepa en un tubo con 5 ml de LB complementado con 100 μg/ml de 

ampiclina y se incubaron a 37 ºC a 150 rpm por 18 horas. Posteriormente se tomaron 250 μl de cada 

precultivo y se inocularon en matraces con 25 ml de LB (dilución 1:1000) complementado con 100 μg/ml 

de ampicilina y se incubaron a 37ºC a 150 rpm hasta obtener una DO600 = 0.5. Para inducir la expresión de 

pGEXGST-libR o de pGEXGST-mibR, se agregó  isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) a cada 

matráz a una concentración de 0.1 mM y se incubaron a 22ºC a 150 rpm por 3 horas más. Para cada cepa 

se preparó un matráz como control el cual no fue tratado con IPTG (no inducido). Los cultivos se 

centrifugaron en alícuotas de 10 ml a 10000 rpm por 10 minutos a 4ºC. Los paquetes celulares se 

almacenaron a -80ºC toda la noche y posteriormente se resuspendieron en 1 ml de buffer de lisis (50 mm 

de Tris pH 8, 5 mm de EDTA, 50 mm de NaCl, 0.15 mM de PMSF y 1 mM de 2-mercaptoetanol). Las 

células se lisaron por sonicación mantenidas en hielo con un programa de 10 pulsos por 30 segundos a 40% 

de amplitud (el proceso se repitió 3 veces con intervalos de 5 min). Las células lisadas se centrifugaron a 

10000 rpm durante 1 h a 4ºC para separar los restos celulares (este proceso se realizó dos veces). Las 

proteínas de la fracción soluble se cuantificaron con el método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay Kit) de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante utilizando como referencia albúmina de suero bovino (ROCHE). 
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7. RESULTADOS  

 

7.1. Análisis in silico del promotor de ipdC de A. brasilense Sp7. 

 

En el genoma de A. brasilense Sp7 el gen ipdC que codifica para la enzima fenilpiruvato descarboxilasa 

(PPDC) está localizado en la cadena positiva del cromosoma anotado como AMK58_RS11560 (no. de 

acceso en GenBank WP_035671558.1). A una distancia de 250 pb rio arriba y codificado en dirección 

opuesta a ipdC se encuentra el gen gltX anotado como AMK58_RS11555, que codifica para una glutamato-

tRNA ligasa, y a 205 pb rio abajo, el gen AMK58_RS11565 que codifica para una probable proteasa 

dependiente de ATP (Zimmer et al., 1997; Kwak & Shin, 2016; este trabajo) (figura 6). El promotor de 

ipdC está localizado en la región intergénica entre gltX e ipdC y ha sido estudiado en A. brasilense Sp245 

(Vande Broek et al., 2005, Rothballer et al., 2005). La región 5´rio arriba de ipdC de la cepa Sp245 se 

localizaron varios elementos en cis que son importantes para la expresión del gen, entre ellos, un elemento 

de respuesta a auxinas (AuxRE), un probable sitio de unión para el factor sigma RpoN (σ54), una repetición 

invertida de 8 pb separada por una secuencia de 4 pb (ATTGTTTC(GAAT)GAAACAAT), dos secuencias 

palíndromes, un probable sitio de unión a ribosoma, así como el sitio de inicio de la transcripción 

(Rothballer et al., 2005, Lambrecht et al., 1999, Vande Broek et al., 2005). A excepción de las dos 

secuencias palíndromes, todos los demás elementos en cis están conservados en el promotor de A. 

brasilense Sp7 (figura 6).  

 

 

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 6. Región del extremo 5´ de ipdC de A. brasilense Sp7. La repetición invertida está indicada con dos flechas opuestas, el 

probable sitio de unión para el factor σ54 está indicado con un rectángulo, mientras que el elemento de respuesta a auxinas (AuxRE) 

está subrayado con una línea discontinua, el probable sitio de inicio de la transcripción (nucleótido +1) está indicado con un 

triángulo invertido. Se indica el inicio de la región codificante de gltX y de ipdC con sus respectivos aminoácidos.  

gltX 

gacggacatgcgggcatcattcgaaagtcgggacagggcggcagtcgtagcacgccgcgcgc 
  V      S      M 

cggtccgaaagacgcccatcaggcgccgcggggtctatcgcgttcggcgcccgatcgctctc 

 

ccacccctccacaatttccggcgcatatggattgtttcgaatgaaacaattcttgcgcggag 

 

cggtggcggaggcgatgctgtccccctgtgcgggttttcggcccgcgaaacctattggaacg 

 

ggagagcggccatgaagctggccgaagccttgctgcgcgcgctgaaggatcgcggcgcacag 
            M      K      L        A       E       A       L       L       R        A       L       K       D       R       G       A      Q 

 

AMK58_RS11560 (ipdC) AMK58_RS11555 (gltX) AMK58_RS11565 

ipdC 

+1 Probable caja σ54  AuxRE 

Repetición invertida 

SIT 
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La comparación de la secuencia de la región 5´de ipdC de la cepa Sp7 con el de la cepa Sp245, mostró que 

esta última contiene una región de 150 pb que no está presente en la cepa Sp7 (Rothballer et al., 2005). Esta 

misma diferencia se observó en la región 5´de ipdC de A. brasilense SM (Malhotra & Srivastava, 2008). 

Tomando como referencia este antecedente, en este trabajo se llevó a cabo el análisis de la secuencia de 

ipdC incluyendo la región del extremo 5´ de diversas cepas de A. brasilense aisladas de diferentes plantas 

y sitios geográficos (tabla 2), esto con el fin de saber si existe variabilidad en la secuencia de nucleótidos y 

si esta variabilidad podría tener una relación directa con la producción de AIA. Estas cepas fueron 

identificadas previamente por métodos fisiológicos y bioquímicos (Mascarua-Esparza et al., 1988, Díaz-

Zorita y Fernández-Canigia 2009, Di Salvo et al., 2014, Garcia de Salamone et al., 1996, Pedraza et al., 

2007, Rariz et al., 2013), sin embargo, se consideró necesario llevar a cabo la identificación a través de la 

amplificación por PCR y la secuenciación del gen RNAr 16S. Para ello, se diseñaron los oligonucleótidos 

rRNA-AzoF y rRNA-AzoR (tabla 3) para amplificar la secuencia completa del gen RNAr 16S específico 

de Azospirillum spp. El oligonucleótido rRNA-AzoF hibrida en una región conservada localizada a ~170 

pb rio arriba del RNAr 16S, mientras que el oligonucleótido rRNA-AzoR hibrida en una región conservada 

localizada a ~60 pb rio abajo del mismo. Un alineamiento múltiple de secuencias del gen RNAr 16S de 

Azospirillum spp. y de bacterias filogenéticamente relacionadas mostró que estas dos regiones sólo se 

conservan en bacterias del género Azospirillum (no mostrado). Con estos iniciadores se obtuvo un producto 

de 1.75 kb solo en bacterias del género Azospirillum mientras que no se observó ningún amplificado en E. 

coli S17.1 ni en Sphingomonas sp., utilizadas como controles negativos, tal y como se esperaba (figura 7). 

El producto de PCR se secuenció y la secuencia de nucleótidos obtenida de cada cepa se analizó en el 

servidor bioinformático BLAST. La secuencia del RNAr 16S de cada cepa se depositó en el GenBank (el 

número de acceso se muestra en la tabla 4). Las cepas fueron identificadas como A. brasilense y A. 

lipoferum basado en el porcentaje de identidad con la secuencia de nucleótidos del RNAr 16S de bacterias 

disponibles en el GenBank (tabla 4).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Amplificación por PCR del gen RNAr 16S de Azospirillum spp. La PCR se realizó con los oligonucleótidos rRNA-

AzoF y rRNA-AzoR y DNA genómico de las cepas de Azospirillum spp. indicadas en la parte superior de cada carril y como 

controles negativos DNA genómico de Sphingomonas sp. y E. coli. MPM, marcador de peso molecular de 1 kb. 
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El árbol filogenético construido a partir de la secuencia del RNAr 16S mostró que las cepas están muy 

emparentadas entre sí y mostraron una estrecha relación taxonómica con bacterias del género 

Rhodospirillum spp. y Magnetospirillum spp. (figura 8). 

 

 

Tabla 4. Identificación de cepas de Azospirillum spp. basado en la secuencia de nucleótidos del gen RNAr 

16S. 

 
Cepa Nombre de la cepa No. de 

nocleótidos 

secuenciados 

del gen rRNA 

16S 

No. de acceso del 

gen RNAr 16S en 

GenBank 

Bacteria más 

relacionada de 

acuerdo al análisis en 

Blastn 

Identidad de la 

secuencia (%) del gen 

rRNA 16S con la 

bacteria más 

relacionada 
M-1 A. brasilense M-1 1473 KP676398 A. brasilense Az39 

(CP007793.1) 
99% 

C15 A. brasilense C15 1473 KP676402 A. brasilense Sp7 
(CP012914.1) 

99% 

40M A. brasilense 40M 1473 KP676405 A. brasilense Sp7 
(CP012914.1) 

99% 

42M A. brasilense 42M 1473 KP676404 A. brasilense Sp7 
(CP012914.1) 

99% 

15-2B A. brasilense 15-2B 1475 KP676403 A. brasilense Az39 
(CP007793.1) 

99% 

5 A. lipoferum 5 1472 KP676401 A. lipoferum 4B 
(FQ311868.1) 

98% 

45 A. lipoferum 45 1471 KP676400 A. lipoferum 
DSM 1691 
(NR117481.1) 

98% 

64 A. lipoferum 64 1472 KP676399 A. lipoferum 4B 
(FQ311868.1) 

97% 

      

 

 

 

 
 
Figura 8. Árbol filogenético basado en la secuencia del gen RNAr 16S de Azospirillum spp. Las cepas marcadas con un 

triángulo negro son aquellas cuya secuencia del RNAr 16S (1471-1475 pb) se obtuvo en este trabajo. Las secuencias de nucleótidos 

del gen RNAr 16S de bacterias utilizadas como referencia fueron obtenidas del GenBank (el número de acceso se muestra en 

paréntesis). El árbol filogenético se construyó con el algoritmo neighbor-joining utilizando el programa MEGA 5.0 con un valor 

bootstrap de 1000 réplicas. Los números en las ramas del filograma indican los valores de bootstrap mayores al 50%. La barra de 

escala corresponde a 2.0 sustituciones por posición de nucleótido.  
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7.2.Análisis de la variabilidad de la región del extremo 5´ de ipdC de A. brasilense spp. 

 

Como se indicó anteriormente, uno de los objetivos de este trabajo fue analizar si existe variabilidad tanto 

en la región codificante de ipdC como en la región del extremo 5´ de Azospirillum spp. aisladas de diferentes 

plantas y sitios geográficos (tabla 2). Para ello, se llevó a cabo la amplificación por PCR de ipdC utilizando 

los oligonucleótidos RegR-2F y RiaaC-Stop (tabla 3) y DNA genómico de cepas de Azospirillum spp. 

identificadas previamente (tabla 4). La posición del sitio de hibridación de ambos oligonucleótidos varía 

entre cepas de A. brasilense, por ejemplo, en la cepa Sp245, el oligonucleótido RegR-2F hibrida en una 

región localizada a 328 pb rio arriba de ipdC, mientras que en la cepa Sp7, el sitio de hibridación se localiza 

a 178 pb rio arriba del mismo. Esta diferencia se debe a la presencia del fragmento de 150 pb en la región 

5´ de ipdC de la cepa Sp245 misma que no está presente en la cepa Sp7 como se indicó anteriormente. De 

igual forma, la localización del sitio de hibridación del oligonucleótido RiaaC-Stop varía entre estas dos 

cepas. En la cepa Sp245 se localiza a 749 pb rio abajo de ipdC, justo al final del gen iaaC, mientras que en 

la cepa Sp7 se localiza a 44 pb debido a que en esta última solo está presente un fragmento de la región 3´ 

de iaaC (Malhotra & Srivastava, 2008). Debido a esta diferencia entre cepas de A. brasilense, se obtuvieron 

dos grupos de amplicones; el grupo I de 2.75 kb (tomando como referencia la cepa Sp245) y el grupo II de 

1.9 kb (tomando como referencia la cepa Sp7). De acuerdo a los resultados de la PCR, las cepas Sp245, 

M1, Az39 y Usa5a pertenecen al grupo I, mientras que las cepas Sp7, 15-2B, 42M y C15 pertenecen al 

grupo II (no mostrado). En las cepas de A. lipoferum 5, 45 y 64 no se obtuvo ningún amplicón aun utilizando 

varios pares de oligonucleótidos. Por ello, la búsqueda de ipdC en estas cepas se realizó mediante Southern 

Blot utilizando la región codificante de ipdC de la cepa Sp7 como sonda, sin embargo, no se obtuvo ninguna 

señal de hibridación (no mostrado), lo cual indica que ipdC no está presente en estas cepas. Estos resultados 

concuerdan con el hecho de que otras cepas como Azospirillum sp B510 y A. lipoferum 4B carecen de ipdC 

(Wisniewski-Dye et al., 2011, Kaneko et al., 2010). El producto de PCR de cada cepa se secuenció y la 

secuencia de nucleótidos se depositó en el GenBank (número de acceso KM972378 [ipdC de A. brasilense 

M-1], KM972379 [ipdC de A. brasilense C-15], KM972380 [ipdC de A. brasilense 42M], KM972381 [ipdC 

de A. brasilense 15-2B], KM972382 [ipdC de A. brasilense Az39] y KM972383 [ipdC de A. brasilense 

USA5a]). En la región 5´de ipdC se observaron dos aplotipos, el aplotipo I que contiene una región de 150 

pb como la cepa Sp245 y el aplotipo II, el cual carece de dicha región como la cepa Sp7 (figura 9). Las 

cepas pertenecientes al aplotipo I poseen dos secuencias palíndromes (I y II en la figura 9) muy conservadas 

(100% de identidad). Tanto las cepas del aplotipo I como del aplotipo II comparten una región muy 

conservada (87-91% de identidad) de 146 pb rio arriba del codón de inicio de ipdC en la cual, la repetición 

invertida, el probable sitio de unión a RpoN, el sitio AuxRE, el sitio de inicio de la transcripción y el 
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probable sitio de unión a ribosoma (regiones III, IV, V, VI y VII, respectivamente en la figura 9) están muy 

conservados. Estos resultados indican que existe poca variabilidad en la secuencia de nucleótidos de la 

región 5´de ipdC entre cepas de A. brasilense aisladas de diferentes plantas y regiones geográficas.  

 

 

 

 

Figura 9. Alineamiento múltiple de la región rio arriba de ipdC de cepas de A. brasilense. Las secuencias mostradas en el 

alineamiento corresponde a la región rio arriba de ipdC de A. brasilense Sp245 (AbSp245, no. de acceso en GenBank NC_016617.1), 

A. brasilense M-1 (AbM-1, KM972378), A. brasilense Az39 (AbAz39, CP007793.1), A. brasilense USA5a (AbUSA5a, KM972383), 

A. brasilense 15-2B (Ab15-2B, KM972381), A. brasilense SM (AbSM, DQ490109.1), A. brasilense Sp7 (AbSp7, CP012914.1), A. 

brasilense 42M (Ab42M, KM972380) y A. brasilense C15 (AbC15, KM972379).  Las cajas representan las secuencias palíndromes (I 

y II), la repetición invertida (III), el probable sitio de unión a RpoN (IV) el sitio AuxRE (V), el sitio de inicio de la transcripción (VI) 

y el probable sitio de unión a ribosoma (VII). La flecha indica el inicio de la región codificante de ipdC. El alineamiento múltiple se 

realizó con el programa Clustal Omega. En color negro se indican las regiones del alineamiento con 100% de identidad y fueron 

resaltadas utilizando el servidor bioinformático Multiple Align Show (http://www.bioinformatics.org/sms/index.html).   

AbSp245 - C C C C T C T C C C G C C C C G G G A G A G G G T G G C G C C G A A G G C G C C G G G T G A G G G T C G T C C G A G G A -60  
AbM-1 - C C C C T C T C C C G C C C C G G G A G A G G G T G G C G C C G A A G G C G C C A G G T G A G G G T C G T C C G A G G A -60  
AbAz39 - C C C C T C T C C C G C C C C G G G A G A G G G T G G C G C C G A A G G T G C C G G G T G A G G G T C G T C C G A G G A -60  
AbUSA5a - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - G G C G C C G C A G G C G C C G G G T G A G G G T C G A C C G G G G A -35  
Ab15-2B - T C C T T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -5  

AbSM - T C G C T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -5  
AbSp7 - T C G C T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -5  
Ab42M - C C C C T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -5  
AbC15 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -0  

I                                                             
 

 

                                                               
AbSp245 - T C A A G A C A C C A G C C C T T G G C G A C A C C C T C A C C C T T C C C A C G C T G C G C G T G G G C C C C T T C C -120  
AbM-1 - T C A A G A C A C C A G C C C T T G G C G A C A C C C T C A C C C T T C C C A C G C T G C G C G T G G G C C C C T T C C -120  
AbAz39 - T C A A G A C G C C A G T C C T T G G A A G C A C C C T C A C C C T T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - C C -97  
AbUSA5a - T C A A G T C A C C A G T C C T T G G C G G C A C C C T C A C C T C T C C C A C G C T G C G C G C G G G C C C C T C C C -95  
Ab15-2B - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -5  

AbSM - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -5  
AbSp7 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -5  
Ab42M - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -5  
AbC15 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -0  

I                                                               

                                                               
AbSp245 - C T C T C C C G G G A C G G G A G A G G G G A T A T C A A G C G C G G C C T C C A C C C C T C C A C A A T T T C C G G C -180  
AbM-1 - C T C T C C C G G G A C G G G A G A G G G G A T A T C A A G C G C G G C C T C C A C C C C T C C A C A A T T T C C G G C -180  
AbAz39 - C T C T C C G G G G A C G G G A G A G C G G A T A T C A A G C G C G G C C T C C A C C C C T C C A C A A T T T C C G G C -157  
AbUSA5a - C T C T C C C G G G G C G G G A G A G G G G A T T T T A A T T G C C G C C C G C A C T C C T C C A C A A T T T C C G G C -155  
Ab15-2B - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - G T C C C A C T C C T C C A C A A T T T C C G G C -30  

AbSM - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - C T C C C A C C C C T C C A C A A T T T C C G G C -30  
AbSp7 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - C T C C C A C C C C T C C A C A A T T T C C G G C -30  
Ab42M - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - C T C C C G C C T C T C C A T A A A T T C C A G C -30  
AbC15 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -0  

I                                                           
 

   

                                                               
AbSp245 - G C G A A T G G A T T G T T T C G A A T G A A A C A A T T C T T G C G C G G A G C G G T G G C G G A G G C G A T G C T G -240  
AbM-1 - G C G A A T G G A T T G T T T C G A A T G A A A C A A T T C T T G C G C G G A G C G G T G G C G G A G G C G A T G C T G -240  
AbAz39 - G C A T A A G G A T T G T T T C G G A T G A A A C A A T T C T T G C G C G G A G C G G T G G C G G A G G C G A T G C T G -217  
AbUSA5a - G C A C A T C G A T T G T T T C G G A T G A A A C A A T T C T T G C G C G G G G C G G T G G C G G A G G C G A T G C T G -215  
Ab15-2B - G C A A A C G G A T T G T T T C G A A T G A A A C A A T T C T T G C G C G G A G C G G T G G C G G A G G C G A T G C T G -90  

AbSM - G C A T A T G G A T T G T T T C G A A T G A A A C A A T T C T T G C G C G G A G C G G T G G C G G A G G C G A T G C T G -90  
AbSp7 - G C A T A T G G A T T G T T T C G A A T G A A A C A A T T C T T G C G C G G A G C G G T G G C G G A G G C G A T G C T G -90  
Ab42M - G C A A A T A G A T T G T T T C G A A T G A A A C A A T T C T T G C G C G G A G C G G T G C C G G A G G C G A T G C T G -90  
AbC15 - - - - - - - - - - - - - T T T C G A A T G A A A C A A T T C T T G C G C G A A G C G G T G G C G G A G G C G A T G C T G -48  

                                                               
I    

 

                                          
 

        
 

      

AbSp245 - T C C C C C T G T G C G G G T T T T C G A C C C G C G A A A C C A A T T G G A A C G G G A G A G C G G C C A T G     -296  
AbM-1 - T C C C C C T G T G C G G G T T T T C G A C C C G C G A A A C C A A T T G G A A C G G G A G A G C G G C C A T G     -296  
AbAz39 - T C C C C C T G T G C G G G T T T T C G A C C C G C G A A A C C A A T T G G A A C G G G A G A G C G G C C A T G     -273  
AbUSA5a - T C C C C C T G T G C G G G T T T T C G G C C C G C G A A A C C T A T T G G A A C G G G A G A G C G G C C A T G     -271  
Ab15-2B - T C C C C C T G T G C G G G T T T T C G A C C C G C A A A A C C A A T T G G A A C G G G A G A G C G G C C A T G     -146  

AbSM - T C C C C C T G T G C G G G T T T T C G G C C C G C G A A A C C T A T T G G A A C G G G A G A G C G G C C A T G     -146  
AbSp7 - T C C C C C T G T G C G G G T T T T C G G C C C G C G A A A C C T A T T G G A A C G G G A G A G C G G C C A T G     -146  
Ab42M - T C C C C C T G T G C G G G T T T T C G A C C C G C G A A A C C A A T T G G A A C G G G A G A G C G A C C A T G     -146  
AbC15 - T C C C C C T G T G C G G G T T T T C G G C C C G C G A A A C C A A T T G G A A C G G G A G A G C G G C C A T G     -104  

I                                                               
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7.3.Análisis de la secuencia de aminoácidos de PPDCs de cepas de A. brasilense 
 

 

El alineamiento múltiple de la secuencia de aminoácidos de PPDCs de las cepas analizadas mostró que 

comparten un porcentaje de identidad del 99-100% (figura 10) y tienen conservada la triada catalítica que 

está implicada en la unión al sustrato de acuerdo a la comparación con la PPDC de E. cloacae (Schütz et 

al., 2005). Sin embargo, el Glu468 de la PPDC de E. cloacae corresponde a una leucina en la posición 462 

en todas las PPDCs de A. brasilense analizadas (figura 10). El análisis en BLAST utilizando como 

referencia la secuencia de aminoácidos de la PPDC de A. brasilense Sp7, mostró que homólogos a PPDCs 

se encuentran distribuídos en diversos géneros bacterianos y, de acuerdo al análisis filogenético, forman un 

solo cluster perteneciente a la familia de las PPDCs de acuerdo a la calsificación sugerida por Spaepen et 

al. (2007) (figura 11). En conjunto, estos resultados indican que, aunque las cepas analizadas fueron aisladas 

de diferentes regiones geográficas y de diferentes plantas, existe muy poca variabilidad en la secuencia de 

aminoácidos de PPDCs. 
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Figura 10. Alineamiento múltiple de proteínas homólogas a PPDC de cepas de A. brasilense. Las secuencias mostradas en el 

alineamiento corresponde a la secuencia de aminoácidos de la PPDC de A. brasilense Sp7 (AbSp7-PPDC, no. de acceso en GenBank 

WP_035671558.1), de A. brasilense Sp245 (AbSp245-PPDC, WP_014239487.1), de A. brasilense M-1 (AbM1-PPDC, AKE79065.1), de 

A. brasilense Az39 (AbAz39-PPDC, AIB12566.1), de A. brasilense 15-2B (Ab15-2B-PPDC, AKE79068.1), de A. brasilense 42M 

(Ab42M-PPDC, AKE79067.1), de A. brasilense C15 (AbC15-PPDC, AKE79066.1) y de A. brasilense USA5a (AbUSA5a-PPDC, 

AKE79070.1. Los números indican los aminoácidos de la triada catalítica Asp25-His113-Leu462 (I, II y III, respectivamente) de acuerdo 

a la comparación con la PPDC de E. cloacae (Schütz et al., 2005).  El alineamiento múltiple se realizó 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 bioinformático Multiple Align Show (http://www.bioinformatics.org/sms/index.html).  
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Figura 11. Árbol filogenético de proteínas PPDCs de A. brasilense spp. y sus homólogos de otros géneros bacterianos. Las 

cepas marcadas con un triángulo negro son aquellas cuya secuencia de ipdC (1638 pb) se obtuvo en este trabajo. La secuencia de 

aminoácidos de la PPDC de A. brasilense Sp7 se utilizó como referencia para la búsqueda de sus homólogos en GenBank utilizando 

BLAST y los números de acceso en GenBank correspondientes se muestran en paréntesis. El alineamiento múltiple de la secuencia 

de aminoácidos (545 aminoácidos) se llevó a cabo con MEGA 5.0 utilizando el algoritmo Muscle y el árbol filogenético no 

enraizado se construyó con el método Maximum Likelihood basado en el modelo de Whelan y Goldman (Whelan y Goldman, 

2001) utilizando el mismo programa con un valor bootstrap de 1000 réplicas. Los números en las ramas del filograma indican los 

valores de bootstrap mayores al 50%. La barra de escala corresponde a 2.0 sustituciones por cada 15 aminoácidos. 

  
 

7.4. Producción de ácido indol-3-acético en cepas de A. brasilense 

 

Para analizar la biosíntesis de AIA, las cepas se Azospirillum spp. se cultivaron en MMAB con malato 

como fuente de carbono complementado con 100 µg/ml de triptófano (0.49 mM). Para este análisis se 

incluyeron otras cepas de A. brasilense, así como otras especies como A. amazonense, A. irakense y A. 

halopraeferens. La cantidad de AIA producido se determinó por HPLC como se indicó en material y 

métodos a partir de las 24 h hasta las 48 h de crecimiento y los valores obtenidos fueron normalizados con 

la cantidad de proteínas totales del cultivo bacteriano. Como se muestra en la figura 12, a las 24 h de 

crecimiento, todas las cepas de A. brasilense produjeron AIA en valores desde 13.8 μg/mg de proteína en 

la cepa Az39 hasta 36.9 μg/mg de proteína en la cepa M1. A las 48 horas de crecimiento la producción fue 

mayor en todas las cepas de A. brasilense alcanzado valores que van desde 23.3 μg/mg de proteína en la 

cepa UAP14 hasta 98.2 μg/mg de proteína en la cepa 40M. De igual forma, A. amazonense Y2 produjo una 

cantidad considerable de AIA a las 24 y 48 h (56.9 y 96.4 μg/mg de proteína, respectivamente). En cambio, 

las cepas de A. lipoferum produjeron muy poco AIA a las 48 y 72 h de crecimiento, con valores de 0.17 a 

3.8 μg/mg de proteína (figura 12).  Estos resultados indican que A. brasilense produce una mayor cantidad 

de AIA que A. lipoferum y que otras especies como A. irakense y A. halopraeferens. 
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Figura 12. Determinación de la producción de AIA por HPLC en cepas de Azospirillum spp. Las cepas se crecieron en MMAB 

con malato como fuente de carbono y triptófano (100 µg/ml [0.49 mM]). En los tiempos indicados se tomó una alícuota de cada 

cultivo para la cuantificación de AIA por HPLC y de proteínas totales como se indicó en material y métodos. Los resultados 

corresponden a la media de los valores de ensayos por duplicado de tres réplicas biológicas y las barras de error representan la 

desviación estándar. 
 

 

7.5. Identificación de tyrR en el genoma de A. brasilense Sp7 

 

En un trabajo relizado por Ryu & Patten (2008), se encontró que en E. cloacae UW5 el gen ipdC que 

participa en la biosíntesis de AIA a través de la vía del ácido indol-3-pirúvico es regulado de manera 

positiva y directa por el factor transcripcional TyrR. La mutación de tyrR provocó una disminución drástica 

en la producción de AIA comparado con la cepa silvestre, comprobando así su participación en la biosíntesis 

de AIA (Ryu & Patten, 2008). TyrR regula la transcripción de genes (de manera positiva o negativa) que 

están implicados en el transporte y metabolismo de aminoácidos aromáticos en E. coli y generalmente 

utiliza como cofactores a los aminoácidos aromáticos tirosina, fenilalanina o triptófano (Pittard et al., 2005). 

Tomando como referencia este hallazgo, en este trabajo se planteó la hipótesis de que, de la misma forma 

que en E. cloacae, TyrR podría tener un papel importante en la producción de AIA en A. brasilense Sp7 a 

través de la regulación transcripcional de ipdC. Para comprobar esta hipótesis, primero se realizó una 

búsqueda bioinformática de proteínas homólogas a TyrR de E. coli K12 (no. de acceso en GenBank 

NP_415839.1)  en el genoma de A. brasilense Sp245 (Wisniewski-Dyé et al., 2011) debido que al inicio de 

este trabajo aun no estaba disponible el genoma de la cepa Sp7. De esta forma, utilizando la herramirenta 
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BLASTP, se encontró una proteína con una identidad del 43% (58% de similitud, valor E 4e-122) con TyrR 

de E. coli (no. de acceso en GenBank WP_035673475.1) codificada por el gen AZOBR_RS08015. La 

secuencia de nucleótidos de tyrR de A. brasilense Sp245 se utilizó como referencia para diseñar los 

iniciadores tyrR-F1 y tyrR-R1.1 (tabla 3) con los cuales, a través de PCR utlizando como templado DNA 

genómico de A. brasilense Sp7, se obtuvo un amplificado de 2886 pb el cual incluyó la región codificante 

de tyrR (1542 pb), un fragmento de 1063 pb de la región del extremo 5´y un fragmento de 281 pb de la 

región del extremo 3´. El producto de PCR se secuenció y la secuencia de nucleótidos de tyrR mostró un 

porcentaje de identidad del 96% (valor E 0.0) con tyrR de A. brasilense Sp245. La publicación del genoma 

completo de A. brasilense Sp7 (Kwak & Shin, 2016) permitió confirmar la presencia de tyrR en esta cepa. 

tyrR está codificado en la cadena complementaria del cromosoma de A. brasilense Sp7 anotado con el 

número de locus AMK58_RS07030 (figura 3). A una distancia de 272 pb rio arriba de tyrR y codificado en 

dirección opuesta, se encuentra el gen MK58_RS07035, el cual codifica para una D-aminoácido 

deshidrogenasa (no. de acceso en GenBank WP_059398767.1) y rio abajo, el gen AMK58_RS07020, el 

cual codifica para un regulador transcripcional de la familia FmdB (no. de acceso en GenBank 

WP_035673472.1) (figura 3). tyrR codifica para una proteína de 514 aminoácidos y una masa molecular 

teórica de 55.1 kDa. De acuerdo al análisis en el servidor bioinformático SMART, contiene un dominio 

PAS (Per-ARNT-SIM, aminoácidos 79-146) en el dominio amino terminal, seguido por un dominio central 

de interacción con el factor sigma 54 (dominio AAA [ATPasas asociadas con diversas actividades 

celulares], aminoácidos 201-366). Este dominio incluye un motivo Walker A (aminoácidos 229-236) y un 

motivo Walker B (aminoácidos 297-302) los cuales son importantes para la unión y la hidrólisis de ATP, 

así como un motivo de 6 aminoácidos (GSFTGA, aminoácidos 276-281) los cuales son importantes para la 

interacción con el factor sigma 54 (Bush & Dixon, 2012) (figura 13a). Ortólogos a TyrR como el de E. coli 

o el de E. cloacae carecen de este motivo por lo cual regulan promotores dependientes de sigma 70 pero no 

de sigma 54 (Pittard et al., 2005). En el dominio carboxilo terminal contiene un dominio hélice-vuelta-

hélice (HTH, aminoácidos 463-510) cuya secuencia lo agrupa entre los factores de transcripción de la 

familia Fis (figura 13a). El alineamiento de la secuencia de aminoácidos de TyrR de la cepa Sp7 con 

proteínas homólogas de otros géneros bacterianos mostró que comparte un 43% de identidad (59% de 

similitud, valor E 1e-131) con TyrR de E. coli que regula la transcripción de genes implicados en el 

transporte y biosíntesis de aminoácidos aromáticos (Pittard et al., 2005), un 43% de identidad (60% de 

similitud, valor E 1e-137) con TyrR de E. cloacae que regula la transcripción de ipdC implicado en la 

biosíntesis de AIA (Ryu & Patten, 2008) y un 62% de identidad (74% de similitud, valor E 0.0) con GcsR 

de P. aeruginosa que regula la transcripción de genes implicados en el metabolismo de glicina y en la 

biosíntesis de piocianina (Lundgren et al., 2013) (figura 13b).  
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AbSp7-TyrR - M R I D V L F A D R V G I A H E I L A - - V L A K R R L N V V A V E V D P P H I H I D A P E L D V P G F G A L D A A L R -58  
Eck12-TyrR - M R L E V F C E D R L G L T R E L L D L L V L R G I D L R G I E I D P I G R I Y L N F A E L E F E - S F S S L M A E I R -59  
Ecl-TyrR - M R L E V F C E D R L G L T R E L L D L L V L R S I D L R G I E I D P V G R I Y L N F A E I E F N - T F S S L M A E I R -59  
GcsR-Pa - M R I H V S F I D R V G I T Q E V L A - - L L G G R N L N L D A V E M V P P N V Y I D A P T L S P E V L E E L R A A L L -58  

I                                                               

AbSp7-TyrR - A V L G V E S V T P I D I L P G T R R R L H L D A L L A A L P D P V L A V D R A C R I V L A N A A A A T V A G R S E - - -116  
Eck12-TyrR - R I A G V T D V R T V P W M P S E R E H L A L S A L L E A L P E P V L S V D M K S K V D M A N P A S C Q L F G Q K L D R -119  
Ecl-TyrR - R I A G V T D V R T I P W M P S E R E H L A L S A L L E A M P E P F L S L D L K N K V E R V N Q A S C Q L F A Q T Q E K -119  
GcsR-Pa - G I R G V Q A M T V V D I L P G Q R R R L Q L D A L L A A M A D P V L A V D G K G L V L L A N P A F S E R C G R D P - - -116  

I                                                               

AbSp7-TyrR - - A A L T G A D F G R L F G D A E L S D L L V D N G - F R L A A G Q E V M L N G Q P F L L D A T P I V E D G R S A G G V -174  
Eck12-TyrR - L R N H T A A Q L I N G F N F L R W L E S E P Q D S H N E H V V I N G Q N F L M E I T P V Y L Q D E N D Q H V L T G A V -179  
Ecl-TyrR - L I G H H A T Q L I T G F N F Q R W L D S N P Q N T H S E H V V I N G Q N F L M E I T P V Y L K G E N A A R V L T G A V -179  
GcsR-Pa - - A G E R L A S L F D D E T L E D A L V E Q G F R L P L R E V T F M G Q A L L L D A T P I T E G P G E G E R H L A G G L -175  

I                                                               

AbSp7-TyrR - V T L F A P S R L G E R L N A L Q N F D E G G F D R I L G E S A P V R S L K A R A A R V A A V D A P L L I L G E T G T G -234  
Eck12-TyrR - V M L R S T I R M G R Q L Q N V A A Q D V S A F S Q I V A V S P K M K H V V E Q A Q K L A M L S A P L L I T G D T G T G -239  
Ecl-TyrR - I M L R S T V R M G R Q L Q N L S S Q D V G A F S Q I I A V S P K M R H V I D Q A R K L A N L T A P L L I T G D T G T G -239  
GcsR-Pa - L T L Y E P N R I G E R L A A L H H D H A E G F E M L L G D S Q P I R T L K T R A Q R V A A L D A P L L I H G E T G T G -235  

I                                                               

AbSp7-TyrR - K E L I A H A C H R A S P R R D K P F L A L N C A A V P E S L A E S E L F G Y A P G S F T G A Q R G G K P G L L E L A H -294  
Eck12-TyrR - K D L F A Y A C H Q A S P R A G K P Y L A L N C A S I P E D A V E S E L F G H A P E G K - - - - - - - - K G F F E Q A N -291  
Ecl-TyrR - K D L L A H A V H M A S P R A A K P Y L A L N C A S I P E D A V E S E L F G H A P E G K - - - - - - - - K G F F E Q A N -291  
GcsR-Pa - K E L V A R G C H A L S A R H N S P F L A L N C A A L P E N L A E S E L F G Y A P G A F T G A Q R G G K P G L L E L A H -295  

I                                                               

AbSp7-TyrR - G G T V F L D E I G E M S P Y L Q A K L L R F L N D G R F R R V G G D R E Q T V D V R V V S A T H R D L D V M V A E H S -354  
Eck12-TyrR - G G S V L L D E I G E M S P R M Q A K L L R F L N D G T F R R V G E D H E V H V D V R V I C A T Q K N L V E L V Q K G M -351  
Ecl-TyrR - G G S V L L D E I G E M S P R M Q A K L L R F L N D G T F R R V G E D H E V H V D V R V I C A T Q K N L V E L V Q K G V -351  
GcsR-Pa - Q G T V F L D E I G E M S P Y L Q A K L L R F L S D G S F R R V G G D R E V R V D V R I L S A T H R N L E K M V A E G S -355  

I                                                               

AbSp7-TyrR - F R E D L F Y R L N V L S L Q V P A L R E R G D D I L L L A R H F I A R A C A Q A R R P P C R L T V A A S A A L L A N P -414  
Eck12-TyrR - F R E D L Y Y R L N V L T L N L P P L R D C P Q D I M P L T E L F V A R F A D E Q G V P R P K L A A D L N T V L T R Y A -411  
Ecl-TyrR - F R E D L Y Y R L N V L T L N I P P L R D C P Q D I M P L T E L F V A R F A D E Q G V P R P K L S A D L G T V L T R Y G -411  
GcsR-Pa - F R E D L F Y R L N V L S L E V P P L R E R G H D I L L L A R H F M Q Q A C A Q I Q R P V C R L A P G T Y P A L L S N R -415  

I                                                               

AbSp7-TyrR - W P G N V R Q L E N V I F R A V T M S D G A Y L D A A D L E L A G A R M D A E T G G E P A E P S S W D E A A A A F E R G -474  
Eck12-TyrR - W P G N V R Q L K N A I Y R A L T Q L D G Y E L R P Q D I L L P D Y D A A T V A V G E D A M E G S L D E I T S R F E R S -471  
Ecl-TyrR - W P G N I R Q L K N A V Y R A L T Q L E G Y E L R P Q D I L L P D Y D A G T V S V G E E A M E G S L D D I T S R F E R S -471  
GcsR-Pa - W P G N V R Q L Q N V I F R A A A I C E S S L V D I G D L E I A G T A V A R Q N D G E V G - - - S L E E A V E G F E K A -472  

I 
                                                              

AbSp7-TyrR - L L R R L Y P R Y P S S R K L A A R L H T S H T M I A N K L R K Y G I P D G T - - -                   -513  
Eck12-TyrR - V L T Q L Y R N Y P S T R K L A K R L G V S H T A I A N K L R E Y G L S Q K K N E E                   -513  
Ecl-TyrR - V L T Q L Y R S Y P S T R K L A K R L G V S H T A I A N K L R E Y G L N Q K K G D E                   -513  
GcsR-Pa - L L E K L Y V S Y P S T R Q L A A R L Q T S H T A I A H R L R K Y G I G P R A - - -                   -511  

Figura 13. Predicción bioinformática de los dominios de TyrR de A. brasilense Sp7 y alineamiento múltiple con proteínas 

homólogas. (a) Dominios de TyrR de A. brasilense Sp7 de acuerdo a la predicción en el servidor bioinformático SMART. Se 

indican los aminoácidos (aa) que corresponden a cada dominio. (b) Alineamiento múltiple de homólogos a TyrR de A. brasilense 

Sp7. Las secuencias mostradas en el alineamiento corresponden a la secuencia de aminoácidos de TyrR de A. brasilense Sp7 (TyrR-

AbSp7, número de acceso en GenBank WP_035673475.1), TyrR de E. coli MG1655 (TyrR-Ec, NP_415839.1), TyrR de E. cloacae 

(TyrR-Ecl, WP_003856887.1) y GcsR de P. aeruginosa PAO1 (GcsR-Pa, NP_251139.1). Las regiones en cuadros rojos 

representan el motivo Walker A (I), el motivo de unión a sigma 54 (II), el motivo Walker B (III) y el dominio de unión a DNA 

(IV). El alineamiento múltiple se realizó 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 bioinformático 

Multiple Align Show (http://www.bioinformatics.org/sms/index.html).  

514 
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7.6. Mutación de tyrR y su efecto en la biosíntesis de ácido indol-3-acético 
 

Para analizar la posible participación de TyrR en la producción de AIA, se construyó una mutante en el gen 

tyrR por recombinación homóloga. Para ello, tyrR de la cepa Sp7 se interrumpió con el gen aacC1 

(gentamicina 3-N-acetiltransferasa), el cual confiere resistencia a Gm como se indicó en material y 

métodos. La comprobación se llevó a cabo por PCR y se describe con detalle en la figura 3. La mutante se 

nombró A. brasilense 2116. La mutación de tyrR no afectó la tasa de crecimiento en MMAB con malato 

como fuente de carbono (figura complementaria C1). Para analizar la biosíntesis de AIA, la cepa Sp7 

(silvestre), la cepa 2116 y una cepa derivada de Sp7 cuyo gen ipdC fue interrumpido con el gen reportero 

lacZ y el gen de resistencia a Km, denominada A. brasilense 2112 (Carreño-López et al., 2000), se 

cultivaron en MMAB con malato como fuente de carbono complementado con 100 µg/ml de triptófano 

(0.49 mM). La cantidad de AIA producido se determinó por HPLC a partir de las 16 h hasta las 48 h de 

crecimiento (fase exponencial tardía hasta la fase estacionaria tardía, respectivamente) a intervalos de 8 h 

y los valores obtenidos fueron normalizados con la cantidad de proteínas totales del cultivo bacteriano. 

Como se muestra en la figura 14 y en la tabla 5, la mutación de TyrR afectó de forma negativa la biosíntesis 

de AIA de una manera dependiente del tiempo de crecimiento. El mayor efecto se observó a las16 horas 

con un 40% de disminución en la cepa 2116 con respecto a la cepa Sp7. El efecto fue menor a las 24, 32 y 

40 horas (19.8, 18 y 8% de disminución en la cepa 2116 con respecto a la cepa Sp7, respectivamente) 

(figura 14 y tabla 5). Por otro lado, la cepa 2112 produjo 92-87% menos AIA que la cepa Sp7 a las 24 y 48 

horas, respectivamente, lo cual concuerda con los resultados reportados previamente (Carreño-López et al., 

2000). Estos resultados indican que TyrR contribuye a la regulación de la biosíntesis de AIA en A. 

brasilense principalmente en la fase exponecial de crecimiento. 
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Figura 14. Producción de AIA de las cepas Sp7, 2116 y 2112 en MMAB con malato a diferentes tiempos de crecimiento. Las 

cepas se crecieron en MMAB con malato como fuente de carbono y triptófano (100 µg/ml [0.49 mM]). En los tiempos indicados 

se tomó una alícuota de cada cultivo para la cuantificación de AIA por HPLC y de proteínas totales como se indicó en material y 

métodos. Los resultados corresponden a la media de los valores de ensayos por duplicado de tres réplicas biológicas y las barras 

de error representan la desviación estándar. Los asteriscos encima de las barras indican la significancia estadística en donde * 

<0.01, *** <0.001, de acuerdo a la prueba t de student.  

 
Tabla 5. Producción de AIA en MMAB con malato complementado con trp* 

 
Producción de AIA en µg/mg proteína a diferentes tiempos de crecimiento: 

Cepa 16 ha  24 hb  32 hc  40 hd  

A. brasilense Sp7 6.38 (36.4 µM) 29.1 (166.1 µM) 37.4 (213.4 µM) 38.79 (221.4 µM) 

A. brasilense 2116 3.84 (21.9 µM) 23.35 (133.2 µM) 30.66 (175 µM) 35.62 (203.3 µM) 

A. brasilense 2112 ND 2.37 (13.5 µM) 4.05 (23.1 µM) 5.2 (26.6 µM) 

*, La determinación de la producción de AIA se llevó a cabo por HPLC como se indicó en material y métodos; ND, no determinado; 
a, cultivo en fase exponencial de crecimiento (DO600 = 1.04 ± 0.01); b, cultivo en fase estacionaria temprana de crecimiento (DO600 

= 1.29 ± 0.01); c, cultivo en fase estacionaria tardía de crecimiento (DO600 = 1.34 ± 0.02); d, cultivo en fase estacionaria tardía de 

crecimiento (DO600 = 1.34 ± 0.01).  

 

 

7.7. Efecto de la mutación de tyrR en la expresión de ipdC. 
 

Debido a que la mutación de tyrR afectó negativamente la biosíntesis de AIA, se formuló la hipótesis de 

que, probablemente, TyrR regula la biosíntesis de AIA a través de la regulación transcripcional de ipdC en 

A. brasilense. Para corroborar esta hipótesis, tyrR de la cepa 2112 (ipdC::lacZ-KmR-Sm/SpcR) se mutó, 

obteniendo así la doble mutante A. brasilense 2117 (ipdC::lacZ-KmR-Sm/SpcR, tyrR::GmR). Tanto en la 
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cepa 2112 como en la cepa 2117, la expresión del gen reportero lacZ es dirigida por el promotor de ipdC. 

La tasa de crecimiento de la cepa 2117 fue muy similar al de la cepa Sp7 y a la cepa 2112 en MMAB con 

malato como fuente de carbono (figura complementaria C1). La cinética de expresión del gen reportero 

lacZ se midió a través de la cuantificación de la actividad enzimática de la β-galactosidasa, el producto del 

gen lacZ, utilizando como sustrato el orto-nitrofenil-β-D-galactopiranósido (ONPG) en las cepas 2112 y 

2117 crecidas en MMAB con malato como fuente carbono en la fase exponencial de crecimiento (12 y 16 

horas, DO600 = 0.51 y 1.04, respectivamente) y en la fase estacionaria (20, 24 y 28 horas, DO600 = 1.18, 1.29 

y 1.33, respectivamente) a intervalos de 4 h. A las 12 y 16 h, la actividad de la β-galactosidasa en la cepa 

2117 fue menor en un 20 y 24%, respectivamente con respecto a la cepa 2112 (figura 15 y tabla 6). Sin 

embargo, el efecto no es estadísticamente significativo, a partir de las 20 h, incluso a las 24 y 28 h, la 

actividad de la β-galactosidasa en la cepa 2112 fue muy similar al de la cepa 2117. Para analizar el efecto 

del triptófano en la expresión de ipdC, las cepas 2112 y 2117 se crecieron en MMAB con malato 

complementado con 100 µg/ml (0.49 mM) de triptófano, sin embargo, la actividad de la β-galactosidasa 

fue muy similar a los resultados obtenidos cuando las cepas se crecieron en ausencia de tritófano, lo cual 

indica que el triptófano no tiene un efecto en la expresión de ipdC en presencia o en ausencia de TyrR 

(figura 15 y tabla 6). Estos resultados indican que la expresión de ipdC no es controlada directamente por 

el regulador transcripcional TyrR, por lo que su contribución en la regulación de la biosíntesis de AIA 

podría ser a través de la regulación transcripcional de genes que contribuyen de una manera indirecta en la 

biosíntesis de AIA en A. brasilense.  
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Figura 15. Cinética de la expresión de ipdC en las cepas 2112 y 2117. La expresión de ipdC se determinó a través de la 

cuantificación de la actividad enzimática de la β-galactosidasa en las cepas 2112 y 2117 crecidas en MMAB con malato sin 

triptófano (-) o con 100 µg/ml de triptófano (+) como se indicó en material y métodos. Los resultados están representados en 

unidades Miller y corresponden a la media de los valores de ensayos por duplicado de tres réplicas biológicas y las barras de error 

representan la desviación estándar. a, cultivo en fase exponencial temprana de crecimiento (DO600 = 0.51 ± 0.06); b, cultivo en fase 

exponencial tardía de crecimiento (DO600 = ± 1.04 ± 0.01); c, cultivo en fase estacionaria temprana de crecimiento (DO600 = 1.18 ± 

0.01); d, cultivo en fase estacionaria temprana de crecimiento (DO600 = 1.29 ± 0.01); cultivo en fase estacionaria tardía de 

crecimiento (DO600 = 1.33 ± 0.03). Los asteriscos encima de las barras indican la significancia estadística en donde * <0.05. 
 

 

Tabla 6. Cinética de la expresión de ipdC en A. brasilense 2112 y A. brasilense 2117*   
 

 
Actividad de la β-galactosidasa en unidades Miller a diferentes tiempos de crecimiento: 

Cepa Trp* 12 h 16 h  20 h  24 h  28h 

A. brasilense 2112 - 65.38 (± 2.01) 116.84 (±3.55) 182.36 (± 7.01) 181.78(± 3.47) 182.5 (± 3.41) 

A. brasilense 2117 - 52.51 (± 0.08) 88.6 (± 0.92) 158.81 (± 6.28) 181.72(± 8.98) 182.45 (± 8.79) 

A. brasilense 2112 + 65.64 (± 3.96) 115.43 (± 2.11) 182.547 (± 7.5) 181.14(± 1.52) 184.32 (± 1.86) 

A. brasilense 2117 + 52.93 (± 1.88) 88.08 (± 1.52) 158.66 (± 6.08) 176.5 (± 1.71) 184.09 (± 2.37) 

 

*, La expresión de ipdC se determinó a través de la cuantificación de la actividad enzimática de la β-galactosidasa en las cepas 2112 

y 2117 crecidas en MMAB con malato sin triptófano (-) o con 100 µg/ml de triptófano (+) como se indicó en material y métodos. 

Los resultados están representados en unidades Miller y corresponden a la media de los valores de ensayos por duplicado de tres 

réplicas biológicas. Los datos en paréntesis representan la desviación estándar. Trp, triptófano. 

- - - - - - - - - 
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7.8. Predicción de sitios de unión a TyrR en el genoma de A. brasilense Sp7 
 

Para analizar si TyrR regula la expresión de otros genes que podrían estár relacionados de manera indirecta 

con la producción de AIA, se realizó una búsqueda de sitios probables de unión en el genoma de la cepa 

Sp7 con el servidor bioinformático Find Individual Motif Occurences (FIMO, http://meme-

suite.org/tools/fimo) (Grant, et al., 2011) utilizando como referencia la matríz de peso posicional (PWM 

[position weight matrix]) generada a partir de las cajas de reconocimiento de TyrR de E. coli (secuencia 

consenso TGTAAAN6TTTACA) (Pittard et al., 2005). A través de este análisis no se encontraron cajas de 

unión en la región rio arriba de ipdC, lo cual concuerda con los datos experimentales obtenidos. Sin 

embargo, se encontró un sitio probable de unión a TyrR en la región rio arriba de un probable operón 

(AMK58_RS18435-AMK58_RS18430-AMK58_RS18425) que podría estar implicado en el transporte de 

aminoácidos como el triptófano (tabla 7).  

 

Tabla 7. Predicción bioinformática de sitios probables de unión a TyrR en el genoma de A. brasilense Sp7. 

Caja tyrR Valor de 

P 

Gen  Producto Distancia al 

codón de inicio 

CGTACAGAAATCGTTACA 1.44e-05 AMK58_RS07030 Regulador transcripcional TyrR 64-81 

CGTACACGATTGTTTACG 1.86e-05 AMK58_RS07030 Regulador transcripcional TyrR 45-62 

CGTACACAAATCGTTACA 2.57e-05 AMK58_RS07030 Regulador transcripcional TyrR 146-163 
TGTAACGATTTCTGTACG 6.89e-09  AMK58_RS07035 D-aminoácido deshidrogenasa  192-209 

TGTAACGATTTGTGTACG 1.33e-08 AMK58_RS07035 D-aminoácido deshidrogenasa  110-127 

CGTAAACAATCGTGTACG 4.94e-06 AMK58_RS07035 D-aminoácido deshidrogenasa  211-228 
TGAAAAGGTTCCTGTACA 

 

3.82e-05 AMK58_RS18435-

AMK58_RS18430-

AMK58_RS18425 

Transportador ABC-permeasa 120-137 

TGGAAAACTTCCTGAACA 8.02e-05 AMK58_RS06400 Antranilato fosforibosiltransferasa 26-43 

TGTAAGGACCTGTTCCCA 8.19e-05 AMK58_RS12605 Fosforibosil antranilatoisomerasa -1-17 

TGTAATGTCCTGATTCCA 8.32e-05 AMK58_RS17410 Regulador transc. de la familia TetR 236-253 
TGGAATGTTTTCTTTCCA 8.35e-05 AMK58_RS01275 Regulador transcripcional 294-311 

TGTAAAGCAACCTTGACA 

 

4.27e-06 AMK58_RS26970- 

AMK58_RS26975 

Proteína hipotética-regulador 

transcripcional 

61-78 

GGTAACCCGATATTTACG 4.81e-05 AMK58_RS03835 Regulador de respuesta de 

quimiotaxis (CheY) 

152-169 

TGTAACCTCAGTTTTCCT 
 

3.21e-05 AMK58_RS02000- 
AMK58_RS02005 

Proteína de quimiotaxis (CheZ)-
proteína hipotética 

58-75 

TGTAGGGTATATTTAACA 5.22e-05 AMK58_RS04505 Proteína de quimiotaxis MCP 64-81 

TGTCAATCTATATGAACA 2.47e-05 AMK58_RS23860 Proteina de quimiotaxis MCP 178-195 
TGGAACATCGGCTGTACG 5.26e-05 AMK58_RS04755 Adenilato/guanilato ciclasa 47-64 

CGTCATGAATCGTTAACG 7.45e-05 AMK58_RS10265 Histidin cinasa con dominio PAS 85-102 

CGTTACGCTTATTTTACA 4.98e-05 AMK58_RS14355 Proteína A de transporte de hierro 117-134 
TGTTACGTTTTCATGACG 7.61e-05 AMK58_RS19935 Proteina de simporte sodio-fosfato 67-84 

TGTCACGTTACATGCACG 8.02e-05 AMK58_RS06745 Prot de membrana ompA 78-95 

TGCAATTTAGTTTTTACT 8.05e-05 AMK58_RS22560 Autotransportador de membrana 
externa 

116-133 

CGTAATTTTTTCTTCACA 8.08e-05 AMK58_RS27315 Dicarboxilato-CoA ligasa PimA 150-167 

     

 

Tambien se encontró un sitio de unión rio arriba del gen AMK58_RS06400 el cual codifica para una 

antranilato fosforibosiltransferasa (TrpD) que cataliza la transferencia de un grupo fosforibosil a antranilato 

para formar fosforibosil antranilato en la segunda etapa de la biosíntesis de triptófano, y un sitio rio arriba 

del gen AMK58_RS12605 el cual codifica para una fosforibosil antranilatoisomerasa (TrpF) implicada en 
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la tercera etapa de la biosíntesis de triptófano (tabla 7). Este análisis, indica que probablemente TyrR 

participa en el transporte y biosíntesis de triptófano, regulando así la biosíntesis de AIA en A. brasilense, 

sin embargo, serán necesarios otros experimentos para corroborar esta hipótesis. 

Además, el análisis predijo tres sitios de unión a TyrR en la región intergénica entre tyrR y el gen 

AMK58_RS07035, el cual codifica para una D-aminoácido deshidrogenasa (DadA) que está implicada en 

el catabolismo de aminoácidos como la L-alanina a través de la desaminación oxidativa de la D-alanina 

para producir amonio y piruvato (Reitzer, 1996) (tabla 7). Además, se encontró una caja de unión probable 

para el factor sigma 54 (CGCAAACGCGATGCCA) adyacente a una de las cajas TyrR en el promotor de 

dadA, lo cual sigiere que TyrR y el factor sigma 54 regulan el catabolismo de la D-alanina en A. brasilense. 

Esta última hipótesis es apoyada por el hecho de que la cepa 2116 fue incapaz de crecer en MMAB con 

DL-alanina (10 mM) como fuente de carbono a diferencia de la cepa Sp7 la cual mostró un crecimiento 

considerable formando pequeños flóculos después de las 48 horas de crecimiento (figura 3).  

 

 

7.9. Aislamiento e identificación de proteínas de unión al promotor de ipdC por 

cromatografía de afinidad a DNA 
 

La presencia de algunos elementos en cis tales como la repetición invertida y el probable elemento de 

respuesta a auxinas en el promotor de ipdC (figura 6), sugiere que la regulación de este gen es controlada 

por factores de transcripción. Para comprobar esta hipótesis, se realizó una cromatografía de afinidad a 

DNA, la cual ha sido utilizada para el aislamiento y la posterior identificación de proteínas de unión a DNA 

incluyendo reguladores transcripcionales (Gerstmeir et al., 2004; Jutras et al., 2012; Longo et al., 2013, 

Hyeon et al., 2012). Para ello, se amplificó por PCR una región de 306 pb rio arriba del ORF de ipdC de 

A. brasilense Sp7 utilizando un oligonucleótido delantero biotinilado en el extremo 5´ y un oligonucleótido 

reverso (tabla 3). El fragmento amplificado se incubó con perlas magnéticas acopladas a estreptavidina y 

posteriormente este complejo se incubó con un extracto proteico de A. brasilense Sp7 obtenido a partir de 

un cultivo en MMAB con malato como fuente de carbono y triptófano (100 µg/ml) crecido hasta la fase 

estacionaria debido a que en esta fase hay una mayor expresión de ipdC (Carreño-López et al., 2000). 

Además, se preparó un control para el cual se siguió el mismo procedimiento descrito anteriormente pero 

sin agregar la sonda de DNA biotinilado, esto con el fin de saber si existen proteínas que interactúan de 

manera inespecífica con las perlas de estreptavidina y diferenciarlas de aquellas que interactúan de manera 

específica con el DNA. Después de un proceso de lavado, las proteínas unidas se despegaron del promotor 

de ipdC y se separaron por PAGE-SDS, el cual fue teñido con nitrato de plata (figura 16a) o azul de 

Coomassie (fig. 16b). Se obtuvieron cuatro bandas, nombradas B145, B77, B25 y B17 (de acuerdo al peso 
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molecular de las proteínas expresado en kDa) las cuales fueron obtenidas de manera reproducible en tres 

ensayos independientes. La identificación por MALDI-TOF-TOF de B145, B77, B25 y B17 reveló la 

presencia de cuatro proteínas de A. brasilense Sp7; una subunidad β de la RNA polimerasa 

AMK58_RS10445, una polirribonucleótido nucleotidiltransferasa AMK58_RS00780, un regulador 

transcripcional de la familia LuxR AMK58_RS19435 y un regulador transcripcional de la familia MarR 

AMK58_RS00175, respectivamente (Figura 16c, 16d y 16e). Las últimas dos proteínas, AMK58_RS19435 

y AMK58_RS00175 fueron las de mayor interés debido a que contienen un dominio de unión a DNA 

hélice-vuelta-hélice lo cual sugiere que podrían funcionar como reguladores transcripcionales y fueron 

nombradas LibR (por LuxR-like indole-3-acetic acid biosynthesis regulator) y MibR (por MarR-like 

indole-3-acetic acid biosynthesis regulator), respectivamente, por su participación en la biosíntesis de ácido 

indol-3-acético en A. brasilense como se mostrará más adelante.  
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a porcentaje de la secuencia cubierta por los péptidos obtenidos por MALDI-TOF. Los fragmentos obtenidos cubrieron 121 de 214 
aminoácidos (56.5%) de los que consta la proteína de la familia LuxR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. PAGE-SDS de proteínas de A. brasilense Sp7 obtenidas por cromatografía de unión a DNA utilizando como 

sonda la región del extremo 5´ de ipdC e identificación por espectrofotometría de masas. Un fragmento de DNA biotinilado 

de 306 pb que corresponde a la región del extremo 5´de ipdC se incubó con un extracto proteico de A. brasilense Sp7 obtenido a 

partir de un cultivo en MMAB con malato y triptófano (100 µg/ml) en fase estacionaria de crecimiento como se indicó en material 

y métodos. (a) PAGE-SDS de proteínas obtenidas por cromatografía de afinidad a DNA teñidas con nitrato de plata. Los carriles 

2, 3 y 4 corresponden a las proteínas obtenidas de un control negativo (sin DNA del promotor) al cual se le agregó buffer TE; 

fueron eluídas con un buffer que contenía NaCl a una concentración de 0.35, 0.7 y 1 M, respectivamente. Los carriles 6, 7 y 8 

corresponden a las proteínas obtenidas por cromatografía de unión a DNA con DNA biotinilado eluídas con un buffer que contenía 

Muestra Proteína No. acceso  

GenBank 

MM kDa No. péptidos % coberturaa Score total 

B17  Regulador transcripcional de la familia MarR WP_051140036.1 18.2 kDa 8 68.2 14.44 

B25 Regulador transcripcional de la familia LuxR WP_035678594.1 23.5 kDa 8 56.5 14.01 

B77 Poliribonucleótido nucleotidiltransferasa WP_035670107.1 75.8 kDa 34 72.6 62.96 

B145 Subunidad β de la RNA polimerasa   WP_059398870.1 155.3 kDa 35 35.4 2.06 

a b 

c 

Péptido  --ILIGDDHVLFR-----------EGASFEEASNFD 

LibR  MKILIGDDHVLFREGLRRLLEQLKEGASFEEASNFD 

   ***********    ************ 

Péptido  ELLEKAGKGETYDLVLTDLR---------------- 

LibR  ELLEKAGKGETYDLVLTDLRMPGWPGFSGIQDLRGK 

  ******************** 

Péptido  -----VVVVSASEAHHDVRDALEHGAAGYIPKSSSV 

LibR  QPDSKVVVVSASEAHHDVRDALEHGAAGYIPKSSSV 

       ******************************* 

Péptido  KIMLSALDLIFSGGVYVP------------------ 

LibR  KIMLSALDLIFSGGVYVPPTVLRESGETEVRVGAIP 

  ****************** 

Péptido  PSDPQLDHLLTQRQR-------------QIAHELGL 

LibR  PSDPQLDHLLTQRQREVLDRLREGKSNKQIAHELGL 

  ***************             ******** 

Péptido  SEGTVK---------------------------- 

LibR  SEGTVKIHMTAIFKSLGVRNRTQAAMAFPQSHSA 

  ****** 

d 
Péptido  MTDIDRPTPSDRRT--RPSKSGKMALGPLPELV    

MibR  MTDIDRPTPSDRRTRQRPSKSGKMALGPLPELV 

  **************  ***************** 

Péptido  GYNLR---------------------------- 

MibR  GYNLRKAQVAVFQSFQNAVSPHDMTPGQFGVLI 

  ***** 

Péptido  ---ENEGLSQSDLGSAVGIDR-TMVAVIDRLES 

MibR  MIKENEGLSQSDLGSAVGIDRSTMVAVIDRLES 

     ****************** *********** 

Péptido  ------------RRSYALRLSPEGEKLLDELIP 

MibR  RGLVIRAPSPNDRRSYALRLSPEGEKLLDELIP 

              ********************* 

Péptido  RIQAHDKAMVKDLSAEEQAQLIDFLR------ 

MibR  RIQAHDKAMVKDLSAEEQAQLIDFLRRISRAG 

  ************************** 

e 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/sequence.cgi?id=gi%7C980980313&format=fasta&filename=WP_059398870.1.fa&ranges=0-1396


 

 

 

 

 

 

 

 

 

NaCl a una concentración de 0.35, 0.7 y 1 M, respectivamente. Los carriles 1 y 5 coresponden al marcador de peso molecular 

(Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, BIORAD). (b) PAGE-SDS de proteínas obtenidas por cromatografía de afinidad 

a DNA teñidas con Azul de Coomassie. El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular y el carril 2 a las proteínas obtenidas 

por cromatografía de unión a DNA eluídas con un buffer que contenía NaCl a una concentración de 0.35 M. (c) Identificación de 

las proteínas obtenidas por cromatografía de afinidad a DNA por MALDI-TOF. (d) Alineamiento de los péptidos obtenidos por 

espectrometría de masas con la secuencia de aminoácidos de LibR. (e) Alineamiento de los péptidos obtenidos por espectrometría 
de masas con la secuencia de aminoácidos de MibR. 

 

7.10. Análisis bioinformático de LibR 

El análisis de la localización del gen libR reveló que se encuentra en el plásmido ABSP7_P1 de A. 

brasilense Sp7 con un tamaño de 645 pb (figura 4). A 448 pb rio arriba, codificado en la misma dirección 

que libR, se encuentra el gen AMK58_RS19440 el cual codifica para una probable acil-CoA-

deshidrogenasa y a 91 pb rio abajo del ORF de libR, codificado en dirección opuesta, se encuentra el gen 

AMK58_RS19430 el cual codifica para una probable inosina-5-monofosfato deshidrogenasa. En cuatro 

genomas de Azospirillum spp. se encontraron ORFs similares a libR. Dichos ORFs presentan la misma 

localización física en el plásmido 1 en las cepas de A. brasilense o en el plásmido 3 de A. lipoferum (figura 

complementaria C2), lo cual indica que estos ORFs presentan un arreglo genético similar que libR en el 

genoma de la cepa Sp7. La secuencia de LibR consta de 214 aminoácidos con una masa molecular teórica 

de 23.5 kDa. El análisis en SMART reveló que en el extremo amino terminal contiene un dominio receptor 

de la señal (REC [signal receiver domain], aminoácidos 1-115) característico de proteínas que forman parte 

de sistemas de doble componente y que en el extremo carboxilo terminal posee un dominio de unión a DNA 

hélice-vuelta-hélice (HTH [helix-turn-helix], aminoácidos 151-208) característico de reguladores 

transcripcionales de la familia LuxR (figura 17a). Generalmente, los reguladores transcripcionales con 

dominios REC-HTH son fosforilados en un residuo de ácido aspártico por una histidin cinasa sensora, 

provocando un cambio conformacional en el dominio REC que activa al dominio efector en el C-terminal 

para unirse a secuencias específicas del promotor e iniciar de la transcripción (Kern et al., 1999, Leoni et 

al., 2003). LibR contiene un residuo de ácido aspártico en la posición 54 (Asp54) el cual podría ser el sitio 

de fosforilación de acuerdo a la comparación con otros reguladores transcripcionales caracterizados como 

StyR de P. fluorescens (Leoni et al, 2003) (figura 14a).  
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LibR-AbSp7 - - - - - - - M K I L I G D D H V L F R E G L R R L L E Q L K E G A S F E E A S N F D E L L E K A G K G E T Y D L V L T D -54  
FlcA-AbSp7 - - - - - - - M K I L I G D D H L L F R E G L R R L L E Q L H G D A I F V E A G T F D E V L Q Q C R V A G G F D V V L M D -54  
AMK58RS03795-AbSp7 - - - - - - - M N V L L A D D H L L F R D G L R R L L A Q S D D S M V F H E A G T F D D V R R L C D G A I A F D L I L L D -54  
NarL-EcK12 - M S N Q E P A T I L L I D D H P M L R T G V K Q L I S M A P D I T V V G E A S N G E Q G I E L A - E S L D P D L I L L D -59  
                                                               

                                                               
LibR-AbSp7 - L R M P G W P G F S G I Q D L R G K Q P D S K V V V V S A S E A H H D V R D A L E H G A A G Y I P K S S S V K I M L S A -114  
FlcA-AbSp7 - L H M P N W P G F D G L R E V Q S L Q P G V P V V V I S A S E A L S D I R G A L D H G A T G Y I P K S S S V K V M M G A -114  
AMK58RS03795-AbSp7 - L G M P G W N G F S L L G E I H Q R L P K A L L V V V S G S E K R S D L L A A L E N G A A G F I P K S S S A K V L M G A -114  
NarL-EcK12 - L N M P G M N G L E T L D K L R E K S L S G R I V V F S V S N H E E D V V T A L K R G A D G Y L L K D M E P E D L L K A -119  
                                                               
I                                                               

LibR-AbSp7 - L D L I F S G G V Y V P P T V L R E S G E T E - - - V R V G A - - - - - - I P P S D P Q L D H L L T Q R Q R E V L D R L -165  
FlcA-AbSp7 - L N L V F S G G I Y V P P G A L T A A T A A S D A A P R R G R - - - - - - L D G A - D R S A Y G L T Q R Q R E V L D C L -167  
AMK58RS03795-AbSp7 - L Q L V L A G G V Y L P E Q A I R G D R M T D S A P H A V N G A G D A D P L G S L A D G A G D Q L T P R Q R D V L N R L -174  
NarL-EcK12 - L H Q A A A G E M V L S E A L T P - V L A A S - - - L R A N - - - - - - - - R A T T E R D V N Q L T P R E R D I L K L I -167  
                                                               
I                                                               

LibR-AbSp7 - R E G K S N K Q I A H E L G L S E G T V K I H M T A I F K S L G V R N R T Q A A M A F P Q S H S A            -214  
FlcA-AbSp7 - R A G K S N K Q I A Y E L G L S E G T V K I H V T A I F K S L G V K N R T Q A V I A A A A M A S -            -215  
AMK58RS03795-AbSp7 - R D G K S N K Q I A H E L G L T E G T V K V H V T A I L R Q L G V R N R T Q A A I T A N G F - - -            -220  
NarL-EcK12 - A Q G L P N K M I A R R L D I T E S T V K V H V K H M L K K M K L K S R V E A A V W V H Q E R I F            -216 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 17. Predicción bioinformática de los dominios de LibR de A. brasilense Sp7 y alineamiento múltiple con proteínas 

homólogas. (a) Dominios de LibR de A. brasilense Sp7 de acuerdo a la predicción en el servidor bioinformático SMART. Se 

indican los aminoácidos (aa) que corresponden a cada dominio. (b) Alineamiento múltiple de homólogos a LibR de A. 

brasilense Sp7. (c) Modelo de la estructura terciaria de LibR de acuerdo al análisis en Phyre2. Las secuencias mostradas en el 

alineamiento corresponden a las secuencias de aminoácidos de LibR de A. brasilense Sp7 (LibR-AbSp7, número de acceso en 

GenBank WP_035678594.1), FlcA de A. brasilense Sp7 (FlcA-AbSp7, WP_035674679.1), AMK58_RS03795 de A. brasilense 

Sp7 (AMK58_RS03795, WP_035675470.1) y NarL de E. coli (NarL-EcK12, número de acceso en UniProtKB P0AF28). El 

alineamiento múltiple se realizó 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 

bioinformático Multiple Align Show (http://www.bioinformatics.org/sms/index.html). La predicción de la estructura 

secundaria se realizó con Phyre2. Las hélices verdes representan las α hélices y las flechas azules las hojas β plegadas. 
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Mediante un análisis en BLASTP, se encontró que, además de libR, el genoma de A. brasilense Sp7 contiene 

15 genes que codifican proteínas con dominios REC-HTH de la familia LuxR, ocho de ellos están 

localizados en el cromosoma  (flcA [AMK58_RS08050], AMK58_RS03795, AMK58_RS03520, 

AMK58_RS07295, AMK58_RS07055, AMK58_RS08060, AMK58_RS03800 y AMK58_RS08735), uno 

en el plásmido ABSP7_p1 (AMK58_RS14380), cinco en el plásmido ABSP7_p2 (AMK58_RS24470, 

AMK58_RS22840, fixJ, AMK58_RS22070 y AMK58_RS22065) y uno en el plásmido ABSP7_p3 

(AMK58_RS25860) (ver figura complementaria C3). El alineamiento múltiple de la secuencia de 

aminoácidos del dominio REC de estas proteínas mostró que tienen un 17-62% de identidad con el dominio 

REC de LibR (figura complementaria C4) y un 33-81% de identidad con el dominio HTH (Figura 

complementaria C5). LibR mostró un porcentaje de identidad con FlcA de 63% (76% de similitud), un 

regulador transcripcional implicado en la biosíntesis de polisacárido capsular, floculación y colonización a 

la raíz de trigo (Pereg-Gerk, et al 1998), seguido de AMK58_RS03795 con un 51% de identidad (67% de 

similitud). LibR comparte solo un 32% de identidad (52% de similitud) con NarL de E. coli, el cual es un 

regulador transcripcional con dominios REC-HTH de la familia FixJ/LuxR que regula la expresión de 

operones cuyos productos están implicados en la respiración mediada por nitrato (Stewart, 1993). A pesar 

del bajo porcentaje de identidad de LibR con NarL, la predicción de la estructura secundaria y terciaria 

utilizando la herramienta bioinformática Phyre2, mostró que la estructura terciaria de LibR posee alta 

homología a la estructura terciaria de NarL (Baikalov et al, 1996), con 5 hojas β plegadas y 5 hélices α en 

el dominio REC, 4 hélices α en el domio HTH y 1 hélice α en el dominio conector (figura 17b y 17c).  El 

análisis en BLAST, mostró que homólogos a LibR se encuentran distribuidos tanto en bacterias del género 

Azospirillum como en otros géneros filogenéticamente relacionados como Skermanella y Rhodospirillum. 

De acuerdo al análisis filogenético, LibR se agrupa en el mismo cluster con sus homólogos en A. brasilense 

Sp245 y A. brasilense Az39 (figura 18). 
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Figura 18. Arbol filogenético de proteínas homólogas a LibR. La secuencia de aminoácidos de LibR de A. brasilense Sp7 

(mostrada con un triángulo negro) se utilizó como referencia para la búsqueda de sus homólogos en GenBank utilizando BLAST 

y los números de acceso en GenBank correspondientes se muestran en paréntesis. El alineamiento múltiple de la secuencia de 

aminoácidos se llevó a cabo con MEGA5.0 utilizando el algoritmo Muscle y el árbol filogenético no enraizado se construyó con el 

método Maximum Likelihood basado en el modelo de Whelan y Goldman (Whelan y Goldman, 2001) utilizando el mismo 

programa con un valor bootstrap de 1000 réplicas. Los números en las ramas del filograma indican los valores de bootstrap mayores 

al 50%. La barra de escala corresponde a 0.1 sustituciones por cada 15 aminoácidos. 

 

 

7.11. Análisis bioinformático de MibR 

El análisis de la localización del gen mibR reveló que se encuentra en cromosoma de A. brasilense Sp7 con 

un tamaño de 495 pb (figura 5). A 397 pb rio arriba, codificado en dirección opuesta a mibR, se encuentra 

el gen AMK58_RS00180 el cual codifica para una probable fumaril acetoacetato hidrolasa y a 89 pb rio 

abajo, codificado en dirección opuesta, se encuentra el gen AMK58_RS00170 el cual codifica para una 

probable peptidasa. El análisis en BLAST mostró que existen otros ORFs  similares a mibR en otras cepas 

de Azospirillum spp. como A. brasilense Sp245, A. brasilense Az39, A. lipoferum 4B y Azospirillum sp. 

B510. Dichos ORFs presentan la misma localización física en el cromosoma de las cepas analizadas (figura 

complementaria C6), lo cual indica que estos ORFs presentan un arreglo genético similar que libR en el 

genoma de la cepa Sp7. La secuencia de MibR consta de 164 aminoácidos con una masa molecular teórica 

de 18.2 kDa. El análisis en SMART reveló que contien un dominio de unión a DNA hélice-vuelta-hélice 

(aminoácidos 50-150) (figura 16a). Los reguladores transcripcionales de la familia MarR regulan de manera 

positiva o negativa la expresión de genes implicados en diversos procesos como la resistencia a antibióticos, 
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respuesta al estrés, virulencia y el catabolismo de compuestos aromáticos (Inoka y Grove, 2010) y por lo 

regular se unen a pequeñas moléculas que actúan como ligandos que controlan la unión al DNA.  

Mediante un análisis en BLASTP, se encontró que, además de MibR, el genoma de A. brasilense Sp7 

contiene 8 genes que codifican probables reguladores transcripcionales de la familia MarR (figura 

complementaria C10). Cuatro de ellos en el cromosoma (AMK58_RS10530, AMK58_RS07190, 

AMK58_RS06760 y AMK58_RS13020), dos en el plásmido ABSP7_p1 (AMK58_RS18225 y 

AMK58_RS17905), uno en el plásmido ABSP7_p2 (AMK58_RS22800) y uno en el plásmido ABSP7_p3 

(AMK58_RS26030). El alineamiento múltiple de la secuencia de aminoácidos del dominio HTH mostró 

que comparten un porcentaje de identidad de 22-31% (figura complementaria C8). El alineamiento de la  

secuencia de aminoácidos de MibR con proteínas homólogas de otros géneros bacterianos mostró que 

comparte un porcentaje de identidad del 23% (51% de similitud, valor E 5e-04) con el regulador 

transcripcional IacR de Acinetobacter baumannii el cual regula de manera negativa la expresión del operón 

iac implicado en la degradación de AIA (Yu et al, 2015), 35% de identidad (53% de similitud, valor E 4e-

22) con el regulador transcripcional PcaV de Streptomyces coelicolor A3 y 29% de identidad (55% de 

similitud, valor E 3e-17) con el regulador transcripcional MarR de E. coli K12 (Figura 19b). A pesar del 

bajo porcentaje de identidad de MibR con PcaV, la predicción de la estructura secundaria y terciaria 

utilizando la herramienta bioinformática Phyre2, mostró que la estructura terciaria de MibR posee alta 

homología a la estructura terciaria de PcaV de Streptomyces coelicolor A3 (Davis et al., 2013), con 2 hojas 

β plegadas y 6 hélices α (figura 19b y 19c). El análisis en BLASTP, mostró que homólogos a MibR se 

encuentran distribuídos principalmente en bacterias del género Azospirillum. De acuerdo al análisis 

filogenético, MibR de Sp7 se agrupa en el mismo cluster con sus homólogos en A. brasilense Sp245 y A. 

brasilense Az39 (figura 20). 
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MibR-AbSp7 - M T D I D R P T P S D R R T R Q R P S K S G K M A L G P L P E L V G Y N L R K A Q V A V F Q S F Q N A V S P H D M T P G -60  
PcaV-ScA3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - M A A V D L A T H P G H L A R R L Q Q A H Y L L W N - T M V S E E T T S P -36  
MarR-EcK12 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - M K S T - S D L F N E I I P L G R L I H M V N Q K K D R L L N E Y L S P L D I T A A -41  
I                                                               

                                                               
MibR-AbSp7 - Q F G V L I M I K E N E G L S Q S D L G S A V G I D R S T M V A V I D R L E S R G L V I R A P S P N D R R S Y A L R L S -120  
PcaV-ScA3 - Q Y A V L N A L V A E P G L D Q R T V G E R V G L D R S T I A E V V S R L G R R G L L D K V R D P Q D G R R S L L R L T -96  
MarR-EcK12 - Q F K V L C S I R C A A C I T P V E L K K V L S V D L G A L T R M L D R L V C K G W V E R L P N P N D K R G V L V K L T -101  
I                                                               

                                                               
MibR-AbSp7 - P E G E K L L D E L I P R I - Q A H D K A M V K D L S A E E Q A Q L I D F L R R I S R A G - - - - - - - - - - - - - -  -164  
PcaV-ScA3 - D E G L R V H R R L G V R I - A R M N Q V F L A P L A A D E Q A V F F D L I R R V A D A A E G L R N P A E P A V A P G  -154  
MarR-EcK12 - T G G A A I C E Q C H Q L V G Q D L H Q E L T K N L T A D E V A T L E Y L L K K V L P - - - - - - - - - - - - - - - -  -144  
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Figura 19. Predicción bioinformática de los dominios de MibR de A. brasilense Sp7 y alineamiento múltiple con proteínas 

homólogas. (a) Dominios de MibR de A. brasilense Sp7 de acuerdo a la predicción en el servidor bioinformático SMART. Se 

indican los aminoácidos (aa) que corresponden a cada dominio. (b) Alineamiento múltiple de homólogos a MibR de A. brasilense 

Sp7. (c) Modelo de la estructura terciaria de MibR de acuerdo al análisis en Phyre2. Las secuencias mostradas en el alineamiento 

corresponden a las secuencias de aminoácidos de MibR de A. brasilense Sp7 (MibR-AbSp7, número de acceso en GenBank 

WP_051140036.1), PcaV de Streptomyces coelicolor A3 (PcaV-ScA3, NP_630777.1) y MarR de E. coli K12 (MarR-EcK12, 

NP_416047.1). En cuadros rojos se muestran los residuos que probablemente interactúan con el DNA de acuerdo a la comparación 

con PcaV de S. coelicolor A3 (Davis et al., 2013) y con MarR de E. coli (Duval et al., 2013). El alineamiento múltiple se realizó 

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 bioinformático Multiple Align Show 

(http://www.bioinformatics.org/sms/index.html). La predicción de la estructura secundaria se realizó con Phyre2. Las hélices verdes 

representan las α hélices y las flechas azules las hojas β plegadas. 
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Figura 20. Árbol filogenético de proteínas homólogas a MibR. La secuencia de aminoácidos de MibR de A. brasilense Sp7 

(mostrada con un triángulo negro) se utilizó como referencia para la búsqueda de sus homólogos en GenBank utilizando BLAST 

y los números de acceso en GenBank correspondientes se muestran en paréntesis. El alineamiento múltiple de la secuencia de 

aminoácidos se llevó a cabo con MEGA5.0 utilizando el algoritmo Muscle y el árbol filogenético no enraizado se construyó con el 

método Maximum Likelihood basado en el modelo de Whelan y Goldman (Whelan y Goldman, 2001) utilizando el mismo 

programa con un valor bootstrap de 1000 réplicas. Los números en las ramas del filograma indican los valores de bootstrap mayores 

al 50%. La barra de escala corresponde a 0.05 sustituciones por cada 15 aminoácidos. 

 
      
 

7.12. Efecto de la mutación de libR y mibR en la biosíntesis de AIA 
 

Con el fin de analizar la posible participación de libR y mibR en la producción de AIA, se obtuvieron las 

mutantes de estos genes por reemplazo alélico utilizando el plásmido suicida pJMS-km el cual contiene un 

gen de resistencia a Km flanqueado por sitios múltiples de clonación (Ramírez-Mata et al, 2016). La 

comprobación de ambas mutantes se llevó a cabo por PCR y RT-PCR y se describen con detalle en la figura 

4 y 5, respectivamente. La mutación de libR se hizo eliminando la secuencia codificante para 202 

aminoácidos de los 214 aminoácidos de los que consta LibR (del aa Leu4 al aa Ala205), mientras que la 

mutación de mibR se hizo eliminando la secuencia codificante para 148 aminoácidos de los 164 

aminoácidos de los que consta MibR (del aa Asp3 al aa Gln150). Las cepas mutantes simples libR y mibR 

se nombraron como A. brasilense 2113 y A. brasilense 2114, respectivamente. En placas de MMAB con 

malato adicionado con rojo congo, las colonias de las cepas Sp7 y 2114 mostraron una coloración rojo 

escarlata característico de cepas de A. brasilense, mientras que las colonias de la cepa 2113 resultaron ser 

más opacas, lo cual indican que se afectó su capacidad para absorber el rojo congo del medio sin afectar su 

crecimiento (figura 4). Además, se construyó una doble mutante libR-mibR la cual fue nombrada A. 

brasilense 2115. Para complementar la mutación de libR se colonó el gen libR junto con una región de 762 

pb rio arriba del ORF en el plásmido de bajo número de copias pJB3Tc20 (Blatny et al., 1997) y el plásmido 
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resultante pJB3libR se introdujo a la cepa 2113. Las colonias de la cepa complementada, nombrada A. 

brasilense 2113-libR+, mostró un color rojo escarlata intenso en MMAB con malato adicionado con rojo 

congo (figura 4). Para complementar la doble mutante libR-mibR (cepa 2115), la región codificante de mibR 

junto con una región rio arriba del mismo (775 pb), la cual incluyó el probable promotor, se clonó en el 

plásmido pJB3libR y el plásmido resultante pJB3mibR-libR se introdujo a la cepa 2115. La comprobación 

de la complementación de ambas mutantaciones se realizó por PCR y por corte con enzimas de restricción 

de los plásmidos (no mostrado). La mutación de libR o mibR o ambos no afectó la tasa de crecimiento en 

medio líquido MMAB con malato o con gluconato como fuente de carbono (figura complementaria C9), 

sin embargo, se observaron diferencias en ambas fuentes de carbono, por ejemplo, en MMAB con malato 

la fase de latencia en todas las cepas, incluyendo la cepa silvestre Sp7, duró aproximadamente 8 h, mientras 

que en MMAB con gluconato duró aproximadamente 14 h. Respecto a la fase exponencial, ésta fue más 

prolongada en MMAB con gluconato comparado con el crecimiento en MMAB con malato como fuente 

de carbono. 

Para analizar el efecto de la mutación de mibR o libR o de ambos en la biosíntesis de AIA, la cepa Sp7, las 

cepas 2113, 2114 y 2115 se cultivaron en MMAB con malato como fuente de carbono complementado con 

triptófano. La cantidad de AIA producido se determinó por HPLC a partir de las 16 h hasta las 40 h de 

crecimiento (fase exponencial tardía hasta la fase estacionaria tardía, respectivamente) a intervalos de 8 h 

y los valores obtenidos fueron normalizados con la cantidad de proteínas totales del cultivo bacteriano. El 

AIA fue detectado en un tiempo de retención de 3.7 minutos de acuerdo a los cromatogramas obtenidos por 

HPLC (figura 21a y 21b).   
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Figura 21. Cromatogramas de HPLC de la cuantificación de AIA producido por cepas de A. brasilense. (a) Cromatogramas 

de HPLC de la cuantificación de AIA en MMAB con malato como fuente de carbono y triptófano (100 µg/ml) a las 32 horas de 

crecimiento. (b) Cromatogramas de HPLC de la cuantificación de AIA en MMAB con gluconato como fuente de carbono y 

triptófano a las 36 horas de crecimiento. La cuantificación de AIA se realizó a partir del sobrenadante de cultivos de cepas de A. 

brasilense indicadas en la parte superior de cada figura como se describió en material y métodos. En el eje X de cada gráfica se 

indica en el tiempo de retención en minutos y en el eje Y se indican las unidades de absorbancia (AU) determinadas a 280 nm. 

a. Producción de AIA en MMAB con malato y 

triptófano a las 32 horas de crecimiento 

b. Producción de AIA en MMAB con gluconato y 

triptófano a las 36 horas de crecimiento 
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Como se muestra en la figura 22, la mutante 2113 produjo en promedio 35% menos AIA que la cepa 

silvestre tanto en la fase exponencial como en la fase estacionaria de crecimiento. La complementación en 

trans de libR en el fondo genético de la mutante 2113 (cepa 2113-libR+) restauró los niveles de AIA en fase 

estacionaria de crecimiento alcanzando niveles similares a la cepa silvestre. La cepa 2113-pJB3Tc20 

produjo niveles similares de AIA que la mutante 2113, lo cual indica que el plásmido vacío pJB3Tc20 no 

tuvo ningún efecto en la producción de AIA. La mutación de mibR (cepa 2114) no redujo la biosíntesis de 

AIA en ninguno de los tiempos evaluados. Sin embargo, cuando se analizó la doble mutante libR-mibR 

(cepa 2115), la biosíntesis de AIA se redujo en 51%, tanto en fase exponencial como en la fase estacionaria. 

Como se reportó previamente (Carreño-López et al., 2000), la mutación de ipdC (cepa 2112) causó una 

reducción de 87% en la biosíntesis de AIA al compararlo con la cepa Sp7 (figura 22). Con el fin de evaluar 

la influencia de otras fuentes de carbono en la biosíntesis de AIA, las cepas se cultivaron en MMAB con 

gluconato como fuente de carbono complementado con triptófano y la cantidad de AIA producido se 

determinó como se indicó anteriormente. Como se muestra en la figura 23, la mutante 2113 y la doble 

mutante 2115 produjeron 27 y 52% menos AIA que la cepa Sp7 en fase exponencial de crecimiento (28, 

32 y 36 h de crecimiento), respectivamente. La cepa 2113-libR+ produjo niveles similares de AIA que la 

cepa silvestre en fase estacionaria, lo cual indica que la complementación en trans de libR restauró el 

fenotipo en cuestión. La cepa 2113pJB3Tc20 produjo niveles similares de AIA que la mutante 2113, lo 

cual indica que el plásmido vacío pJB3Tc20 no tuvo ningún efecto en la producción de AIA. En la cepa 

2115, el defecto en la biosíntesis de AIA se mantuvo hasta la fase estacionaria de crecimiento (44 h), 

mientras que en la cepa 2113 el defecto fue de solo el 9%. La cepa 2114 produjo 35% menos AIA que la 

cepa Sp7 en la fase exponencial temprana (20 h), sin embargo, en fase exponencial tardía y en la fase 

estacionaria, los niveles fueron similares a los de la cepa Sp7 (figura 23). Estos resultados indican que LibR 

y MibR regulan de manera positiva la biosíntesis de AIA en A. brasilense.  
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Figura 22. Producción de AIA por cepas de A. brasilense en MMAB con malato a diferentes tiempos de crecimiento. Las 

cepas se crecieron en MMAB con malato como fuente de carbono y triptófano (100 µg/ml [0.49 mM]). En los tiempos indicados 

se tomó una alícuota de cada cultivo para la cuantificación de AIA por HPLC y de proteínas totales como se indicó en material y 

métodos. Los resultados corresponden a la media de los valores de dos ensayos independientes con tres réplicas biológicas y las 

barras de error representan la desviación estándar. ND, no determinado. Los asteriscos encima de las barras indican la significancia 

estadística en donde * <0.05, **<0.001*** <0.0001, de acuerdo a la prueba t de student. 
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Figura 23. Producción de AIA por cepas de A. brasilense en MMAB con gluconato a diferentes tiempos de crecimiento. Las 

cepas se crecieron en MMAB con gluconato como fuente de carbono y triptófano (100 µg/ml [0.49 mM]). En los tiempos indicados 

se tomó una alícuota de cada cultivo para la cuantificación de AIA por HPLC y de proteínas totales como se indicó en material y 

métodos. Los resultados corresponden a la media de los valores de dos ensayos independientes y tres réplicas biológicas y las 

barras de error representan la desviación estándar. ND, no determinado. Los asteriscos encima de las barras indican la significancia 

estadística en donde * <0.05, **<0.001*** <0.0001, de acuerdo a la prueba t de student. 

 

 

7.13. Efecto de la mutación de libR y mibR en la expresión de ipdC 

 

Con el fin de analizar si LibR, MibR o ambos regulan la expresión de ipdC en A. brasilense, se llevó a 

acabo la cuantificación de la expresión de ipdC de las cepas 2113, 2114 y 2115 y de la cepa Sp7 mediante 

PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) utilizando el método comparativo CT (2-ΔΔCT). Para ello, el 

RNA fue extraído de las células crecidas hasta la fase estacionaria (24 horas de crecimiento) en MMAB 
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con malato como fuente de carbono en presencia o en ausencia de triptófano. El gen gyrA, el cual codifica 

la subunidad A de la DNA girasa y el gen rho, el cual codifica el terminador transcripcional Rho, se 

utilizaron como genes de referencia para normalizar la expresión de ipdC. gyrA se eligió como gen de 

referencia debido a que, de acuerdo a un estudio previo, mostró ser uno de los genes de A. brasilense cuya 

expresión fue más estable en diferentes condiciones de cultivo (McMillan δ Pereg, 2014). Como se muestra 

en la figura 24, en ausencia de triptófano, la expresión de ipdC disminuyó 4 veces en la cepa 2113 y 6 veces 

en la cepa 2115 comparado con la cepa silvestre, mientras que los nives de expresión en la cepa 2114 fueron 

ligeramente menores a la cepa Sp7, pero esta diferencia no fue estadísticamente significativa. Cuando el 

medio se complementó con triptófano, la expresión de ipdC disminuyó 5 veces en la cepa 2113 y 7 veces 

en la cepa 2115, mientras que en la cepa 2114 la disminución de la expresión no fue estadísticamente 

significativa (figura 24). Estos resultados indican que LibR regula de manera positiva la expresión de ipdC 

en A. brasilense. Este experimento no muestra una función clara de MibR en la expresión de ipdC, aunque 

los datos obtenidos con la doble mutante sugieren que posiblemente actúe como un regulador positivo.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Análisis de la expresión de ipdC en las cepas 2113, 2114 y 2115 con respecto a la cepa Sp7 en MMAB con malato 

en presencia o en ausencia de triptófano. A. Niveles de expresión de ipdC en las mutantes 2113, 2114 y 2115 relativo a los 

niveles de expresión en la cepa Sp7 crecidas en medio mínimo con malato en ausencia de triptófano. Los niveles de expresión 

fueron normalizados con los niveles de expresión de gyrA. B. Nivel de expresión de ipdC en las mutantes 2113, 2114 y 2115 

relativo a los niveles de expresión en la cepa Sp7 crecidas en medio mínimo con malato en presencia de triptófano. Los resultados 

corresponden a la media de los valores de tres ensayos independientes y las barras de error representan la desviación estándar. 
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7.14. Predicción de sitios de unión a LibR y MibR en la región reguladora de ipdC 

Como se mencionó anteriormente, LibR posee una alta homología a nivel de estructura terciaria con NarL 

de E. coli, el cual es un regulador transcripcional con dominios REC-HTH de la familia FixJ/LuxR que 

regula la expresión de operones cuyos productos están implicados en la respiración mediada por nitrato 

(Stewart, 1993). Las secuencias de las cajas de unión de NarL han sido caracterizadas a detalle y han sido 

utilizadas para la generación de una matriz de peso posicional (PWM) en el servidor Virtual footprinting 

de la base de datos PRODORIC (Münch et al., 2005). Utilizando dicha matríz, se analizó la región 

reguladora de ipdC con el fin de saber si existe alguna probale caja de unión de LibR. Como se muestra en 

la figura 22, se localizó una caja similar a la secuencia de reconocimiento de NarL con una puntuación 

considerable (de 5.24, considerando que la puntuación mínimo es de 0.25 y la máxima de 5.39). Esta caja 

está localizada rio arriba de la probable caja de unión a σ54 y se sobrelapa con la repetición invertida (figura 

25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 25. Predicción bioinformática de los sitios de unión a LibR y MibR en la región reguladora de ipdC. Las probables 

cajas LibR, MibR y σ54 se muestran en cuadros negros. La caja AuxRE está indicada con una linea discontinua y el inicio de la 

región codificante de  ipdC y gltX está indicado con flechas negras. Y = C o T; B = T, C o G.  
 

En el promotor de ipdC se encontró una secuencia que presenta alta homología a la secuencia de unión de 

SlyA, un regulador transcripcional de la familia MarR de Salmonella typhimurium implicado en virulencia 

(Stapleton et al., 2002). Esta caja se sobrelapa parcialmente con la probable caja LibR en el promotor de 

ipdC (figura 25). Por lo general, los reguladores transcripcionales de la familia MarR se unen a secuencias 

de DNA que tienen la característica de ser palíndrómicas o seudopalíndrómicas (Perera δ Grove, 2010), 
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aunque algunos homólogos pueden unirse a secuencias totalmente degeneradas (Rouanet et al., 2004) por 

lo que ha sido difícil establecer una secuencia consenso de unión. Debido a esto, no ha sido posible generar 

una PWM para proteínas de la familia MarR en servidores como PRODORIC.  

 

 

7.15. Clonación y expresión de libR y mibR 

 

Con el fin de expresar y purificar LibR y MibR, los genes libR y mibR se clonaron por separado en el 

plásmido de expresión PGEX-4T1 (GE Healthcare Life Sciences) obteniendo los plásmidos pGEXGST-

libR y pGEXGST-mibR, respectivamente, los cuales fueron comprobados por secuenciación (no mostrado). 

En pGEXGST-libR, libR quedó fusionado de manera traduccional al gen gst generando una proteína híbrida 

GST-libR de aproximadamente 49 kDa. De igual forma, en pGEXGST-mibR, mibR quedó fusionado de 

manera traduccional al gen gst generando una proteína híbrida GST-mibR de aproximadamente 43 kDa. 

Ambos plásmidos se transfirieron de manera separada a E. coli BL21 y se evaluaron las condiciones para 

la expresión de ambas proteínas. La máxima expresión de LibR y MibR se obtuvo en medio LB (DO600 de 

~0.5) complementado con 0.1 mM de IPTG como inductor con un tiempo de inducción de 3 horas a 22 ºC. 

Como se muestra en la figura 26, la mayor cantidad de proteína tanto de LibR como de MibR se obtuvo en 

la fracción soluble (sobrenadante).  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Expresión de LibR y MibR en E. coli BL21. El carril 1 corresponde al marcado de peso molecular (Precision Plus 

Protein™ Dual Color Standards, BIORAD); en los carriles 2 y 6 se muestra el extracto de las proteínas obtenidas de un control sin 

agregar el inductor IPTG al medio de cultivo; en los carriles 3 y 7 se muestra el extracto total de las proteínas obtenidas de un cultivo 

con 0.1 mM de IPTG; en los carriles 4 y 8 se muestra el extracto de las proteínas obtenidas del sobrenadante despues de la lisis 

celular; en los carriles 5 y 9 se muestra el extracto de las proteínas obtenidas de la pastilla despues de la lisis celular. 
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8. DISCUSIÓN  

 

La biosíntesis de AIA en bacterias asociadas a plantas ha sido un tema de gran interés debido a 

que es uno de los principales mecanismos implicados en la estimulación del desarrollo de la planta. 

Se han realizado importantes avances particularmente en el estudio de las vías de biosíntesis de 

AIA y de los genes implicados en cada una de ellas. En A. brasilense y en otras PGPRs, uno de 

los genes claves en la biosíntesis de AIA es el gen ipdC. En el promotor de ipdC de la cepa Sp245 

se han localizado varios elementos en cis que pudieran ser importantes para la expresión del gen, 

entre ellos, un elemento de respuesta a auxinas, un probable sitio de unión para el factor σ54, una 

repetición invertida (ATTGTTTC(GAAT)GAAACAAT), dos secuencias palíndromes, un 

probable sitio de unión a ribosoma, así como el sitio de inicio de la transcripción (Rothballer et 

al., 2005, Lambrecht et al., 1999, Vande Broek et al., 2005) (figura 6). En A. brasilense Sp245 la 

región reguladora de ipdC contiene una secuencia de 150 pb que no está presente en otras cepas 

como la Sp7 y SM  (Rothballer et al., 2005; Malhotra δ Srivastava, 2008). Esta variabilidad podría 

estar directamente relacionada con la cantidad de AIA producido cuando se analizan diferentes 

cepas de A. brasilense, por lo cual en este trabajo se analizó la variabilidad de la región codificante 

de ipdC así como de la región del extremo 5´ de Azospirillum spp. aisladas de diferentes plantas y 

sitios geográficos (tabla 2). Los resultados de PCR mostraron dos grupos de amplicones; el grupo 

I de 2.75 kb (tomando como referencia la cepa Sp245) y el grupo II de 1.9 kb (tomando como 

referencia la cepa Sp7). Esta diferencia en el tamaño de los amplicones se debió a que, de la misma 

forma que en la cepa Sp245, algunas poseen una secuencia de 150 pb en la región reguladora de 

ipdC misma que no está presente en otras cepas como la 42M, C15 y 15-2B (figura 9). Además, 

se encontró que en algunas cepas, inmediatamente rio abajo de ipdC se encuentra un gen conocido 

como iaaC el cual codifica una probable proteasa de respuesta a estrés en A. brasilense Sp245 que 

regula de manera negativa la biosíntesis de AIA pero no la expresión de ipdC (Vande Broek et al., 

2005; Malhotra & Srivastava, 2008), mientras que en otras cepas este gen no está presente. Se 

propone que las bacterias que carecen de iaaC la biosíntesis de AIA se regula de manera diferente 

(Malhotra & Srivastava, 2008). La cuantificación de AIA mostró que esta diferencia en el 

promotor de ipdC no tiene una correlación con la cantidad de AIA producido (figura 12). Por otro 

lado, el análisis de la secuencia de nucleótidos de ipdC y de la secuencia deducida de aminoácidos 
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mostró que no existe variabilidad entre las cepas de A. brasilense estudiadas a pesar de haber sido 

aisladas de diferentes plantas y sitios geográficos. ipdC resultó estar muy conservado en un total 

de 34 cepas de A. brasilense analizadas (Jijón-Moreno et al., 2015), lo cual indica que la vía del 

ácido indol-3-pirúvico está ampliamente distribuida en esta especie y a su vez, refleja la 

importancia del AIA en A. brasilense como una estrategia para lograr adaptarse al ambiente 

rizosférico y para establecer una asociación exitosa con su planta hospedera. 

Desde el aislamiento, clonación y secuenciación de ipdC en A. brasilense (Zimmer et al., 1998) se 

han realizado importantes avances en cuanto a su regulación a nivel fisiológico. En A. brasilense, 

ipdC se induce en respuesta a varios factores como el pH ácido y bajo condiciones anaeróbicas 

(Ona et al., 2005, Vande Broek et al., 2005), auxinas como el AIA y el ácido naftalenoacético, el 

ácido 2,4-diclorofenoxipropiónico y por el ácido clorofenoxiacético (Malhotra and Srivastava, 

2008; Vande Broek et al., 1999). Se propone que la respuesta al AIA podría estar mediada por 

reguladores transcripcionales que utilizan esta auxina como ligando para modular la transcripción 

de ipdC a través de un mecanismo similar a la regulación de la expresión de genes de respuesta a 

auxinas de Arabidopsis thaliana y otras plantas (Mockaitis δ Stelle, 2008). Esta hipótesis es 

apoyada por el hecho de que en el promotor de ipdC existe una repetición invertida que es 

importante para la inducción de la expresión de ipdC por el AIA (Vande Broek et al., 2005) y 

podría ser el sitio de unión para algún factor de transcripción que utiliza el AIA como ligando para 

modular la expresión de ipdC. 

En E. cloacae, la expresión de ipdC es regulada de manera positiva por el regulador transcripcional 

TyrR el cual regula la expresión de genes involucrados en el transporte y metabolismo de 

aminoácidos en E. coli en respuesta a aminoácidos aromáticos como el triptófano, tirosina y 

fenilalanina (Ryu δ Patten, 2008; Pittard et al, 2005). En este trabajo, a través de un análisis 

bioinformático se localizó un gen en el genoma de A. brasilense Sp7 que codifica una proteína 

homóloga a TyrR de E. coli la cual posee un domino PAS en el extremo amino terminal, un 

dominio de interacción con el factor σ54 en el dominio central y un motivo HTH en el extremo 

carboxilo terminal (figura 13a). Estas características la agrupan en la familia de las proteínas de 

unión a potenciadores bacteriano (bEBPs) las cuales regulan la expresión de genes dependientes 

de σ54 (Bush & Dixon, 2012). El alineamiento múltiple mostró que TyrR de la cepa Sp7 posee un 

motivo GSFTGA (figura 13b) que no está presente en otros homólogos como TyrR de E. coli ni 
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en TyrR de E. cloacae. Este motivo es importante para la interacción con σ54 y suele ser 

característico de las bEBPs (Bush & Dixon, 2012). De hecho, las bEBPs que carecen de este 

motivo no son capaces de regular la expresión de genes dependientes de σ54 (Pittard et al., 2005).  

 La presencia de una probable caja de unión a σ54 en el promotor de ipdC condujo a formular la 

hipótesis que su expresión podría ser regulada por una bEBP como TyrR. Para corroborar esta 

hipótesis, se generó una cepa mutante en el gen tyrR, la cual se denominó A. brasilense 2116. En 

la cepa 2116 la producción de AIA disminuyó en alrededor de un 18% comparada con la cepa 

silvestre Sp7 en fase exponencial del crecimiento, sin embargo, en fase estacionaria el nivel de 

producción fue similar al de la cepa silvestre (figura 14, tabla 5). Un análisis transcripcional 

utilizando una fusión transcripcional cromosómica ipdC-lacZ mostró que TyrR no está implicado 

en la regulación de la expresión de ipdC ya que la actividad enzimática de la β-galactosidasa fue 

similar al de la cepa silvestre (figura 15, tabla 6). Estos resultados concuerdan con el hecho de que 

en el promotor de ipdC no se encontró ninguna caja similar a la secuencia de reconocimiento de 

TyrR. Una posible explicación a la disminución en la biosíntesis de AIA en la mutante 2116 es 

que la mutación de tyrR afectó la expresión de genes implicados de manera indirecta en la 

biosíntesis de AIA. Esta hipótesis se apoya por el hecho de que un análisis bioinformático del 

genoma de A brasilense Sp7 mostró la presencia de probables sitios de unión para TyrR en 

promotores de genes cuyos productos proteicos podrían estar implicados en el transporte y 

biosíntesis de triptófano, el precursor para la biosíntesis de AIA, pero no en la region 5´rio arriba 

de ipdC .  Por ejemplo, una de las cajas TyrR se encontró rio arriba del gen AMK58_RS06400, el 

cual codifica una antranilato fosforibosiltransferasa (TrpD) que cataliza la transferencia de un 

grupo fosforibosil a antranilato para formar fosforibosil antranilato en la segunda etapa de la 

biosíntesis de triptófano, y un sitio rio arriba del gen AMK58_RS12605, el cual codifica una 

fosforribosil antranilatoisomerasa (TrpF) implicada en la tercera etapa de la biosíntesis de 

triptófano (Dosselaere δ Vanderleyden, 2001) (tabla 7). En A. brasilense, trpD se identificó como 

parte de un operón junto con trpG y trpC que al ser expresado en A. irakense KA3, una cepa con 

una baja producción de AIA, causó un aumento en la biosíntesis de esta fitohormona (Zimmer et 

al., 1991; Zimmer δ Elmerich, 1992). 

El análisis bioinformático predijo varios sitios de unión a TyrR en la región intergénica entre tyrR 

y el gen AMK58_RS07035 el cual codifica para una D-aminoácido deshidrogenasa (GenBank: 
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ALJ35196), que está implicada en el catabolismo de aminoácidos como la L-alanina a través de la 

desaminación oxidativa de la D-alanina para producir amonio y piruvato (Reitzer, 1996). Tres de 

estas cajas están localizadas inmediatamente rio arriba de tyrR lo cual sugiere que TyrR regula su 

propia expresión de forma similar que en E. coli (Kamakaris δ Pittard, 1982) (Tabla7). Otras tres 

cajas TyrR se encontraron en una región adyacente a una probable caja de unión al factor σ54 

(CGCAAACGCGATGCCA) rio arriba del gen dadA, lo cual sugiere que TyrR y el factor σ54  

podrían regular de manera positiva la expresión de este gen y con ello el catabolismo de la D-

alanina en A. brasilense y a su vez, representa la primera evidencia de que TyrR podría ser capaz 

de interactuar con el factor σ54 para regular la transcripción a diferencia de sus homólogos en E. 

coli y E. cloacae, los cuales solo regulan promotores dependientes de sigma 70 (Pittard et al., 

2005, Ryu y Patten, 2008). De hecho, la cepa 2116 fue incapaz de crecer en MMAB con DL-

alanina como fuente de carbono a diferencia de la cepa Sp7 la cual mostró un crecimiento 

considerable formando pequeños flóculos después de las 48 horas de crecimiento (figura 3). La 

presencia de probables sitios de unión a TyrR y para el factor σ54 rio arriba de genes de transporte 

de tipo ABC de aminoácidos sugiere que demás de regular el catabolismo de la D-alanina, TyrR y 

σ54 podrían regular el transporte de éste y otros aminoácidos en A. brasilense a través de un 

mecanismo hasta ahora desconocido (Tabla 7). Este hallazgo puede ser utilizado como un 

antecedente para futuras investigaciones sobre el mecanismo molecular que regula la captación y 

metabolismo de fuentes de carbono y nitrógeno alternativas en bacterias asociadas a planta como 

una estrategia para su supervivencia en el ambiente rizosférico.  

 

Con el fin de identificar los elementos en trans que regulan la expresión de ipdC, en este trabajo 

se llevaron a cabo ensayos de cromatografía de afinidad a DNA, la cual es una técnica que ha sido 

utilizada en diversos trabajos para la identificación de proteínas de unión a DNA incluyendo 

reguladores transcripcionales (Gerstmeir et al., 2004; Jutras et al., 2012; Longo et al., 2013, Hyeon 

et al., 2012). Con esta técnica y a través del uso de la espectrometría de masas, se aislaron e 

identificaron dos proteínas con dominios HTH característico de la mayoría de los reguladores 

transcripcionales, las cuales interactuaron con el promotor de ipdC utilizado como sonda (figura 

16). Una de estas proteínas corresponde a un regulador transcripcional de la familia LuxR el cual, 

debido a su participación en la biosíntesis de AIA, fue nombrado LibR (LuxR-family indole-3-
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acetic acid biosynthesis regulator) (figura 16). En la mayoría de las bacterias Gram-negativas como 

Vibrio fischeri, Pseudomonas aeruginosa y Agrobacteium tumefaciens, los reguladores 

transcripcionales de la familia LuxR están implicados en un sistema de señalización conocido 

como “quorum sensing” en el cual, la enzima LuxI (acilo homoserina sintetasa) sintetiza una 

molécula de tipo N-acil homeserina lactona que se une al dominio de unión al autoinductor de un 

regulador transcripcional de la familia LuxR, el cual a su vez se une al DNA para regular la 

expresión génica (Miller δ Bassler, 2001). Aunque LibR se agrupa dentro de la familia LuxR de 

reguladores transcripcionales, no posee un dominio de unión al autoinductor, en su lugar, posee 

un dominio REC característico de los reguladores de sistemas de doble componente como NarL u 

OmpR (Galperin, 2006). Este sistema involucra a la cinasa histídinica que, tras detectar una 

determinada señal del entorno, se autofosforila en un residuo de histidina y posteriormente este 

grupo fosforilo es transferido a un residuo de ácido aspártico (D) del dominio REC del regulador 

transcripcional, promoviendo un cambio conformacional del dominio REC favoreciendo la 

formación de homodímeros para unirse a secuencias específicas del DNA regulando el inicio de 

la transcripción (Kern et al., 1999, Leoni et al., 2003). En otros casos, la fosforilación del dominio 

REC induce un cambio conformacional en el regulador transcripcional que provoca su disociación 

del DNA (Plate δ Marletta, 2013). La presencia de un residuo D conservado en el dominio REC 

de LibR, sugiere que la fosforilación es un requisito para modular su actividad reguladora ya sea 

para unirse o disociarse del DNA (figura 17). Generalmente en los sistemas de doble componente 

tanto la cinasa histídinica como el regulador de la respuesta están codificados de manera adyacente 

en el genoma (Stewart, 1993; Rodriguez-Moya et al., 2010), sin embargo, el análisis de la relación 

sinténica entre cepas de Azospirillum spp. no mostró la presencia de alguna cinasa histídinica en 

la región cercana a libR en ninguna de las cepas analizadas (figura complementaria C2). A. 

brasilense posee 74 cinasas histidínicas clásicas y 55 híbridas (Borland et al., 2015) por lo que es 

probable que alguna de ellas regule el estado de fosforilación de LibR actuando como una cinasa 

histídinica y probablemente como una fosfatasa modulando su actividad reguladora sobre ipdC. 

Los reguladores con dominios REC-LuxR están implicados en diversos procesos celulares como 

la floculación y biosíntesis de exopolisacáridos (EPS) (Pereg-Gerk et al., 1998), respiración 

mediada por nitrato (Stewart, 1993), fijación de nitrógeno (Foussard et al., 1997), formación de 

biofilm (Dubern et al., 2008) y la utilización de fuentes de carbono como la ectoína (Rodriguez-
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Moya et al., 2010) y se unen a secuencias de DNA que tienen la característica de ser repeticiones 

invertidas (Darwin δ Stewart, 1996). Se ha encontrado que estas secuencias pueden variar entre 

diferentes miembros de la familia LuxR a pesar de la gran similitud que existe entre sus dominios 

de unión a DNA (Belcheva et al., 2009: Davlieva et al., 2015). 

 

Con el fin de analizar la participación de LibR en la biosíntesis de AIA, se generó una mutante en 

el gen libR la cual se denominó A. brasilense 2113. La cuantificación de AIA mostró que la 

producción de esta fitohormona disminuyó en alrededor de un 31% comparado con la cepa 

silvestre lo cual indica claramente que LibR regula de manera positiva la biosíntesis de AIA en A. 

brasilense. La complementación en trans de la mutante 2113 con el gen silvestre libR restauró la 

biosíntesis de AIA, lo cual indica que la afectación en este fenotipo se debió específicamente a la 

mutación de libR y no como resultado de un efecto polar (figuras 22 y 23). Por otro lado, mediante 

RT-qPCR se encontró que la expresión de ipdC se afectó significativamente tras la mutación de 

libR, lo cual indica que LibR regula de manera positiva la expresión de ipdC (figura 24).  

 

Un análisis fenotípico adicional a la producción de AIA mostró que la mutación de libR afectó la 

capacidad de la bacteria para absorber el rojo congo en medio sólido formando colonias opacas a 

diferencia de la cepa silvestre la cual formó colonias de color rojo escarlata característico de cepas 

de A. brasilense (figura 4). Cuando la cepa 2113 se complementó en trans con el gen silvestre 

libR, dicho fenotipo se restauró observándose colonias con un color rojo incluso más intenso 

comparado con la cepa silvestre (figura 4). Este cambio de coloración generalmente está asociado 

a la afectación en la producción de EPS y se ha utilizado como una técnica rápida para cuantificar 

su producción en diversas bacterias (Freeman et al., 1989). De hecho, la mutante 2113 produjo 

alrededor de un 50% menos exopolisacáridos y biopelícula comparado con la cepa silvestre 

(resultados no mostrados). Estos resultados sugieren que LibR y probablemente otros reguladores 

de la familia LuxR regulan tanto la producción de biopelícula como de AIA en A. brasilense. Es 

probable que ambos procesos estén acoplados a través de un mecanismo aún desconocido. Esta 

hipótesis es apoyada por otros trabajos en el que se ha encontrado que el AIA induce la expresión 

de genes de biosíntesis de EPS en Bradyrhizobium japonicum (Donati et al., 2013) y en A. 

brasilense (Puyvelde et al., 2011).  
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Como se mencionó anteriormente, se propone que la expresión de ipdC podría ser dependiente del 

factor σ54 debido a la presencia de una probable caja de unión a σ54 en la región reguladora de ipdC 

(figura 3). La activación de la transcripción de genes dependientes de σ54, un factor de 

transcripción de la familia de las bEBPs interactúa con σ54 a través de un motivo GAFTGA 

presente en el dominio AAA (ATPasas asociadas a varias actividades celulares) y acopla la energía 

generada por la hidrólisis de ATP lo cual permite la formación del complejo abierto en el proceso 

de la transcripción (Bush & Dixon, 2012). De acuerdo al análisis bioinformático, LibR no posee 

ningún dominio característico de las bEBPs (i. e. Walker A, Walker B) y carece del motivo 

GAFTGA. Por lo general, los reguladores que carecen de este motivo no son capaces de activar la 

expresión de genes dependientes de σ54 (Studholme δ Doxon, 2003), sin embargo, existe la 

evidencia de que proteínas que no pertenecen a la familia de las bEBPs pueden participar en la 

regulación de la expresión de genes dependientes de σ54 (Huo et al., 2006; Bertoni et al., 1998; 

Wang et al., 1998). EraR es un regulador atípico de A. brasilense Sp7 debido a que a pesar de 

carecer de los motivos característicos de las bEBPs es capaz de interactuar con σ54 para regular la 

expresión del gen lexA el cual codifica una quinoproteína alcohol deshidrogenasa implicada en la 

utilización de glicerol como fuente de carbono (Singh et al, 2017). De la misma forma que LibR, 

EraR pertenece a la familia LuxR de reguladores transcripcionales y posee  dominios REC-LuxR, 

por lo cual es probable que LibR, de manera similar a EraR, interactúe con σ54 para regular la 

expresión de ipdC. 

 

Además de LibR, el análisis por espectrometría de masas de las bandas secuenciadas mostró la 

presencia de un regulador transcripcional de la familia MarR la cual no ha sido caracterizada en 

A. brasilense (figura 16). Debido a su participación en la biosíntesis de AIA, esta proteína se 

nombró MibR. Los reguladores transcripcionales de la familia MarR constituyen un grupo diverso 

de proteínas encontradas en bacterias y arqueobacterias que actúan como represores o como 

activadores de la transcripción de genes implicados en diversos procesos celulares como la 

resistencia a antibióticos, respuesta a diversos tipos de estrés, virulencia y catabolismo de 

compuestos aromáticos (Perera δ Grove, 2010). Por lo general, los reguladores transcripcionales 

de la familia MarR se unen a secuencias de DNA de 16-20 pb que tienen la característica de ser 

77 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

palíndrómicas o pseudopalíndrómicas (Perera δ Grove, 2010), aunque algunos homólogos pueden 

unirse a secuencias totalmente degeneradas (Rouanet et al., 2004) por lo que ha sido difícil 

establecer una secuencia consenso de unión. Estas secuencias suelen estar muy cerca o incluso se 

traslapan con el promotor, por lo cual, la unión del regulador transcripcional bloquea el acceso de 

la RNA polimerasa al promotor (Martin δ Rosner, 1995). A este tipo de represión se le conoce 

como represión por impedimento estérico (Browning δ Busby, 2016) y es uno de los mecanismos 

más comunes de represión de la expresión de genes bacterianos.  

Otra de las características de la mayoría de los reguladores transcripcionales de la familia MarR 

es que su actividad reguladora requiere de la unión de ligandos específicos que les permiten unirse 

o disociarse del DNA modulando así la expresión génica. Algunos de estos ligandos suelen ser 

metabolitos derivados de vías biosintéticas que son reguladas por el propio regulador 

transcripcional al que se unen (Zhu et al., 2013), por ejemplo, el antibiótico pentalenolactona sirve 

como ligando de PenR de Streptomyces exfoliatus provocando la liberación de la proteína del DNA 

(Zhu et al., 2013). Se ha demostrado que el AIA puede modular la expresión génica en bacterias 

actuando como un ligando de reguladores transcripcionales. Mediante ensayos de EMSA, se 

encontró que IacR de A. baumannii se une al promotor del operón iac, cuyos genes que lo 

constituyen están implicados en la degradación de AIA, reprimiendo su expresión, sin embargo, 

en presencia de AIA el regulador perdió su capacidad para unirse al DNA, lo cual sugiere que el 

AIA podría interactuar con IacR causando que éste se disocie del promotor permitiendo así la 

expresión del operón iac (Shu et al., 2015). 

Los resultados de RT-qPCR mostraron que la mutación de mibR causó una ligera disminución 

tanto en la expresión de ipdC como en la biosíntesis de AIA (figuras 22, 23 y 24), lo cual indica 

que MibR no actúa como un represor de ipdC, sino posiblemente como un activador para la 

expresión de ipdC. Otra posible explicación a este comportamiento es que posiblemente la 

expresión de mibR sea un proceso estrictamente controlado el cual no fue posible imitar bajo las 

condiciones de trabajo. La función de MibR como regulador positivo de la expresión de ipdC fue 

más evidente cuando libR se mutó en el fondo genético de la mutante 2114 (doble mutante A. 

brasilense 2115) ya que se observó un mayor efecto tanto en la expresión de ipdC como en la 

biosíntesis de AIA comparado con la mutación de libR o mibR solos. A pesar de la ausencia de 

LibR y MibR, la doble mutante 2115 fue capaz de producir alrededor de un 50% de AIA residual 
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comparado con la cepa silvestre (figura 22 y 23), lo cual sugiere que otros reguladores podrían 

estar implicados en la biosíntesis de AIA. Esta hipótesis es apoyada por el hecho de que de acuerdo 

al análisis in sílico del genoma de la cepa Sp7 existen, además de libR, 15 genes que codifican 

proteínas con domios REC-LuxR y, además de MibR, 8 genes que codifican proteínas de la familia 

MarR (figuras complementarias C3 y C7). Uno de estos parálogos incluye al regulador 

transcripcional FlcA, el cual está implicado en la biosíntesis de polisacárido capsular, floculación 

y colonización a la raíz de trigo en A. brasilense Sp7 (Pereg-Gerk et al., 1998). FlcA, al igual que 

LibR, contiene un dominio REC en el carboxilo terminal y un dominio HTH en el amino terminal 

característico de los reguladores transcripcionales de la familia LuxR. Ambas proteínas comparten 

una identidad del 63% (76% de similitud) (figura 17). Otra posible explicación a la producción 

residual de AIA en la cepa 2115 es que otro factor o factores de transcripción que no fueron 

aislados con la metodología utilizada podrían también estar implicados en la regulación de ipdC o 

bien que a pesar de la ausencia de LibR y MibR, la RNA polimerasa por si sola es capaz de llevar 

a cabo la transcripción de ipdC a una menor tasa de expresión. 

El análisis in silico del promotor de ipdC mostró la existencia de una secuencia similar a la 

secuencia de unión para factores de transcripción de la familia LuxR como NarL, así como una 

secuencia similar a la secuencia de unión para factores de transcripción de la familia MarR como 

SlyA (figura 25). Ambas secuencias se traslapan una con otra y se localizan en una repetición 

invertida adyacente a una probable caja de unión a σ54 . En un trabajo previo se publicó la evidencia 

de la presencia de dos proteínas, (denominadas proteína A y proteína B) que se unen a dicha 

repetición invertida del promotor de ipdC en A. lipoferum (Yagi et al., 2001). La proteína A, se 

une a la secuencia 5´-TGAAACAATTCT-3´, mientras que el sitio de unión de la proteína B abarca 

toda la repetición invertida 5´-TGGATTGTTTCGAATGAAACAATTCT-3´, sin embargo, estas 

proteínas no fueron identificadas. Tomando como referencia estos antecedentes y los resultados 

de este trabajo se sugiere que la expresión de ipdC es regulada de manera positiva por LibR y 

MibR los cuales compiten por el sitio de unión en el promotor de ipdC en respuesta a señales 

intracelulares o extracelulares específicas aún desconocidas. Este mecanismo de competencia por 

el sitio de unión ya ha sido descrito en reguladores transcripcionales de la familia MarR. Por 

ejemplo, MdrA, un regulador transcripcional de la familia MarR de Brucella abortus compite con 
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IHF y HutC para regular de manera positiva la transcripción del operón virB cuyos genes que lo 

constituyen codifican el sistema de secreción tipo IV (Sieira et al., 2012).  

 

En conjunto, los resultados encontrados en este y en los trabajos antes mencionados permiten 

proponer un modelo hipotético de la regulación transcripcional de ipdC en A. brasilense mediado 

por LibR y MibR. En este modelo se sugiere que en fase exponencial de crecimiento bacteriano 

MibR se une al promotor en ausencia de AIA activando la expresión de ipdC a un bajo nivel de 

expresión. Este bajo nivel de expresión probablemente se debe a que MibR no interactúa 

adecuadamente con el factor sigma debido a que carece del dominio de unión a σ54 tal y como lo 

muestra el análisis bioinformático (figura 19). En esta fase de crecimiento comienza la síntesis de 

AIA el cual, alcanza un nivel que le permite unirse a MibR provocando un cambio conformacional 

que causa que éste se disocie del DNA. La disociación de MibR del promotor permite la unión de 

LibR en su estado fosforilado el cual interactúa físicamente con el factor σ54 para activar la 

expresión de ipdC a una mayor tasa de expresión cuando la densidad celular alcanza la fase 

estacionaria de crecimiento (figura 27). 

Los resultados de este trabajo indican que la regulación de la expresión de ipdC es un proceso muy 

complejo debido a que la actividad de su promotor es modulada por al menos dos reguladores 

transcripcionales, LibR y MibR. Sin embargo, serán necesarios otros estudios que permitan saber 

si: 1) otras proteínas de la familia MarR y/o de la familia LuxR presentes en la cepa Sp7 participan 

en la expresión de ipdC y en la biosíntesis de AIA, 2) si LibR y MibR se unen de manera específica 

al promotor de ipdC, 3) si la unión de LibR al DNA requiere de la forforilación del domio REC y 

4) si el AIA u otro cofactor son necesarios para la unión o disociación de uno o ambos reguladores 

del DNA. En conjunto, dichos experimentos junto con los presentados en este trabajo permitirán 

esclarecer el mecanismo molecular por el cual A. brasilense regula la biosíntesis de AIA. 
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Modelo propuesto de la regulación transcripcional de ipdC en A. brasilense Sp7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Modelo propuesto de la regulación transcripcional de ipdC en A. brasilense Sp7. (a) En fase exponencial temprana del 

crecimiento bacteriano, MibR se une al promotor en ausencia de AIA activando la expresión de ipdC junto con el factor sigma 54 a un 

bajo nivel de expresión. Este bajo nivel de expresión probablemente se debe a que MarR no interactúa adecuadamente con el factor 

sigma debido a que carece del dominio de unión a σ54 o posiblemente debido a una interacción débil con el DNA. (b) En la fase 

exponencial tardía de crecimiento, comienza la síntesis de AIA (mostrado en círculos de color anaranjado) el cual, alcanza un nivel 

basal que le permite unirse a MibR provocando un cambio conformacional que causa que éste se disocie del DNA. (c) En la fase 

estacionaria de crecimiento, la alta concentración de AIA mantiene a MibR en su estado inactivo permitiendo la unión de LibR 

fosforilado al promotor (mostrado con un círculo amarillo) el cual posiblemente interactúa físicamente con la RNA polimerasa y con 

el factor σ54 (mostrado con estrellas de color rojo) para activar la expresión de ipdC a una mayor tasa de expresión. 
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9. CONCLUSIONES 

 

En este trabajo se encontró que ipdC, el gen que codifica la enzima fenilpiruvato descarboxilasa (PPDC) 

está muy conservado en diversas cepas de A. brasilense aisladas de diferentes plantas y regiones 

geográficas. La secuencia de nucleótidos de la región reguladora de ipdC y la secuencia deducida de 

aminoácidos de las PPDCs presentan poca variabilidad genética entre diferentes cepas de A. brasilense.  

Por otro lado, los datos mostrados en este trabajo indican que MibR y LibR, dos reguladores 

transcripcionales identificados en este trabajo, regulan de manera positiva la expresión de ipdC y la 

biosíntesis de AIA en A. brasilense. La participación de ambos reguladores transcripcionales en la 

expresión de ipdC sugiere que A. brasilense modula la biosíntesis de AIA a través de un mecanismo 

complejo que merece futuras investigaciones. 

 

 

10. TRABAJOS FUTUROS 

 

Serán necesarios otros experimentos que permitan dar respuesta a las siguientes preguntas:  

1) ¿LibR y MibR se unen de manera específica al promotor de ipdC?  

2) ¿El AIA u otro cofactor son necesarios para la unión o disociación de uno o ambos reguladores del DNA?  

3) ¿La unión de LibR al DNA requiere de la fosforilación del domio REC?  

4) ¿LibR y MibR interactúan físicamente para modular la expresión de ipdC? 

Para saber si LibR y MibR se unen de manera específica al promotor de ipdC se propone: 

Purificar ambas proteínas y realizar ensayos de retardo de la movilidad en gel (EMSA) considerando lo 

siguiente: 

• Es probable que la unión al DNA (o disociación) de LibR, MibR o ambos requiera de la presencia de 

moléculas como el AIA y el triptófano que actúen como ligandos. 

• Es probable que la unión de LibR al DNA requiera de la fosforilación del dominio REC, por lo que 

podría ser necesario el uso de un donador de fosfatos (p. ej. acetil fosfato). 

Por otro lado, para saber si LibR y MibR interactúan físicamente para unirse al DNA se propone: 

Realizar ensayos de doble híbrido bacteriano 
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De acuerdo a los resultados de este trabajo, LibR es un regulador transcripcional que está implicado en la 

biosíntesis de AIA y presenta una alta homología con FlcA, un regulador transcripcional de la familia LuxR 

implicado en la biosíntesis de exopolisacáridos en A. brasilense (Pereg-Gerk et al., 1998). Además, se 

mostró la evidencia que LibR también podría estar implicado en la producción de exopolisacáridos.  

Este hallazgo puede servir como base para trabajos futuros que puedan dar respuesta a las siguientes 

preguntas: 

¿Existe una relación fisiológica y/o bioquímica entre la biosíntesis de AIA y la producción de 

exopolisacáridos?. Si es así, ¿cuál es el mecanismo molecular por el que ambos procesos están acoplados?. 

¿Este mecanismo podría estar mediado a nivel molecular por LibR? 
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11.  MATERIAL COMPLEMENTARIO 

 

 
11.1 Figuras complementarias  

 

 

Figura C1. Cinética de crecimiento de cepas de A. brasilense en MMAB con malato. 

 

 
 
Figura C1. Cinética de crecimiento de las cepas Sp7, 2112, 2116 y 2117 en medio mínimo con malato como fuente de 

carbono. Las cepas se crecieron en MMAB con 37 mM de malato como se describió en material y métodos. El crecimiento fue 

monitoreado midiendo la DO600 del cultivo cada dos h durante un periodo de 32 h. Los datos corresponden a la media de los valores 

de dos ensayos independientes con tres réplicas biológicas y las barras de error representan la desviación estándar. 
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Figura C2. Relación sinténica de genes homólogos a libR en bacterias del género Azospirillum 

con respecto a A. brasilense Sp7 
 

 
 

Figura C2. Relación sinténica de genes homólogos a libR en bacterias del género Azospirillum con respecto a A. brasilense 

Sp7. Representación esquemática que muestra la sintenia de libR (representado con una flecha roja) en bacterias del género 

Azospirillum. La secuencia de nucleótidos de libR de A. brasilense Sp7 se utilizó para realizar la búsqueda de genes homólogos en 

el genoma de cepas de Azospirillum spp. utilizando el servidor BLAST. En la parte inferior se indica el producto de cada uno de 

los genes que se encuentran en el mismo cluster que libR. Los genes representados con flechas del mismo color son aquellos que 

son homólogos unos con otros. 
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Figura C3. LibR y proteínas homólogas de la familia LuxR con dominios REC-HTH encontradas 

en el genoma de A. brasilense Sp7 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura C3. LibR y proteínas homólogas de la familia LuxR con dominios REC-HTH localizadas en el genoma de A. 

brasilense Sp7. La predicción de los dominios de cada proteína se realizó con el servidor SMART. Se indica la longitud en 

aminoácidos de cada dominio y la longitud de la secuencia completa de cada proteína, así como sus respectivos números de acceso 

en NCBI.  
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Figura C4. Alineamiento múltiple del dominio REC de LibR con el dominio REC de proteínas 

homólogas encontradas en el genoma de A. brasilense Sp7 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C4. Alineamiento múltiple del dominio REC de LibR con el dominio REC de proteínas homólogas localizadas en el 

genoma de A. brasilense Sp7. Las secuencias mostradas en el alineamiento corresponden a las secuencias de aminoácidos del 

dominio REC de LibR (número de acceso en GenBank WP_035678594.1), de FlcA (WP_035674679.1), de AMK58_RS03795 

(WP_035675470.1), de AMK58_RS03520 (WP_014241328.1), de AMK58_RS07295 (WP_035673575.1), de AMK58_RS07055 

(WP_035673487.1), de AMK58_RS08060 (WP_059398793.1), de AMK58_RS03800 (WP_059398640.1), de AMK58_RS08735 

(WP_035674364.1), de AMK58_RS14380 (WP_079285718.1), de AMK58_RS24470 (WP_035680061.1), de AMK58_RS22840 

(WP_035679504.1), de FixJ (WP_059399546.1), de AMK58_RS22070 (WP_051140697.1), de AMK58_RS22065 

(WP_079284995.1) y de NarL (WP_014200193.1). El alineamiento múltiple se realizó 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 bioinformático Multiple Align Show (http://www.bioinformatics.org/sms/index.html). La 

predicción de la estructura secundaria se realizó con Phyre2. Las hélices verdes representan las α hélices y las flechas azules las 

hojas β plegadas. 
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Figura C5. Alineamiento múltiple del dominio HTH de LibR con el dominio HTH de proteínas 

homólogas localizadas en el genoma de A. brasilense Sp7 
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Figura C5. Alineamiento múltiple del dominio HTH de LibR con el dominio HTH de proteínas homólogas encontradas en 

el genoma de A. brasilense Sp7. Las secuencias mostradas en el alineamiento corresponden a las secuencias de aminoácidos del 

dominio HTH de LibR (número de acceso en GenBank WP_035678594.1), de FlcA (WP_035674679.1), de AMK58_RS03795 

(WP_035675470.1), de AMK58_RS03520 (WP_014241328.1), de AMK58_RS07295 (WP_035673575.1), de AMK58_RS07055 

(WP_035673487.1), de AMK58_RS08060 (WP_059398793.1), de AMK58_RS03800 (WP_059398640.1), de AMK58_RS08735 

(WP_035674364.1), de AMK58_RS14380 (WP_079285718.1), de AMK58_RS24470 (WP_035680061.1), de AMK58_RS22840 

(WP_035679504.1), de FixJ (WP_059399546.1), de AMK58_RS22070 (WP_051140697.1), de AMK58_RS22065 

(WP_079284995.1) y de NarL (WP_014200193.1). El alineamiento múltiple se realizó 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 bioinformático Multiple Align Show (http://www.bioinformatics.org/sms/index.html). La 

predicción de la estructura secundaria se realizó con Phyre2. Las hélices verdes representan las α hélices. En la parte inferior se 

muestra el diagrama weblogo (Crooks et al., 2004) que indica la prevalencia de aminoácidos en posiciones específicas y están 

coloreados de acuerdo a sus características fisicoquímicas. 
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Figura C6. Relación sinténica de genes homólogos a mibR en bacterias del género 

Azospirillum con respecto a A. brasilense Sp7. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura C6. Relación sinténica de genes homólogos a mibR en bacterias del género Azospirillum con respecto a A. brasilense 

Sp7. Representación esquemática que muestra la sintenia de mibR (representado con una flecha amarilla) en bacterias del género 

Azospirillum. La secuencia de nucleótidos de libR de A. brasilense Sp7 se utilizó para realizar la búsqueda de genes homólogos en 

el genoma de cepas de Azospirillum spp. utilizando el servidor BLAST. En la parte inferior se indica el producto de cada uno de 

los genes que se encuentran en el mismo cluster que mibR. Los genes representados con flechas del mismo color son aqueyos que 

son homólogos unos con otros. 
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Figura C7. MibR y proteínas homólogas de la familia MarR encontradas en el genoma de A. 

brasilense Sp7 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura C7. MibR y proteínas homólogas de la familia MarR encontradas en el genoma de A. brasilense Sp7. La predicción 

de los dominios de cada proteína se realizó con el servidor SMART. Se indica la longitud en aminoácidos del dominio HTH y la 

longitud de la secuencia completa de cada proteína, así como sus respectivos números de acceso en NCBI.  
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Figura C8. Alineamiento múltiple del dominio HTH de MibR con el dominio HTH de proteínas 

homólogas encontradas en el genoma de A. brasilense Sp7 
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AMK58_RS18225 - S N D R R M Q F V R I T P E G S A L A Q A I A A A Q R R W L A E L T A G M P H G D V - - - - - -             -102  

AMK58_RS17905 - P R D K R A A R L K L S P R G L E L C E R L R H M A S V H S D G L I R T E G D S Q D F E V T Y R             -106  

AMK58_RS22800 - P D D R R Y Q T L A L T P E G R A L V P D L S A L A D R N D A E F F G H L D P A E R - - - - - -             -101  

AMK58_RS26030 - P V D K R M K L A A I T A E G R K L L R R M D K K A Q R A H D R T I A P L P K E D R - - - - - -             -101  

PcaV - P Q D G R R S L L R L T D E G L R V H R R L G V R I A R M N Q V F L A P L A A D E Q - - - - - -             -101  

I                                                               

 

Figura C8. Alineamiento múltiple del dominio HTH de MibR con el dominio HTH de proteínas homólogas encontradas en 

el genoma de A. brasilense Sp7. Las secuencias mostradas en el alineamiento corresponden a las secuencias de aminoácidos del 

dominio HTH de MibR (número de acceso en GenBank WP_051140036.1), de AMK58_RS10530 (WP_035675085.1), de 

AMK58_RS07190 (WP_035673531.1), de AMK58_RS06760 (WP_051140205.1), de AMK58_RS13020 (WP_035670890.1), de 

AMK58_RS18225 (WP_079284972.1), de AMK58_RS17905 (WP_035679196.1), de AMK58_RS22800 (WP_035679514.1), de 

AMK58_RS26030 (WP_051140919.1) y de PcaV de Streptomyces coelicolor A3 (NP_630777.1). El alineamiento múltiple se 

realizó 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 bioinformático Multiple Align Show 

(http://www.bioinformatics.org/sms/index.html).  
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Figura C9. Cinética de crecimiento de cepas de A. brasilense en medio mínimo con malato o con 

gluconato 

 

 
 

 

Figura C9. Cinética de crecimiento de las cepas Sp7, 2112, 2113, 2114 y 2115 en medio mínimo con malato o con gluconato 

como fuente de carbono. Las cepas se crecieron en MMAB con 37 mM de malato o con 37 mM de gluconato como se describió 

en material y métodos. El crecimiento fue monitoreado midiendo la DO600 del cultivo cada dos h durante un periodo de 32 h. Los 

datos corresponden a la media de los valores de dos ensayos independientes y tres réplicas biológicas y las barras de error 

representan la desviación estándar. 
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pJMS-ΔmibR-GmR 

 

10536 pb 

Figura C10. Plásmidos construídos en este trabajo 
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Plásmidos construídos en este trabajo (continuación) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C10. Plásmidos construídos en este trabajo. Se indican los sitios de restricción para las enzimas utilizadas con 

mayor frecuencia. Los sitios únicos de restricción se indican en negritas.  
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Figura C11. Curvas de disociación y determinación de la eficiencia de amplificación de ipdC, 

gyrA y rho por RT-qPCR. 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura C11. Curvas de disociación y determinación de la eficiencia de amplificación de ipdC, gyrA y rho por RT-qPCR. 

(a) Curva de disociación de ipdC. (b) Determinación del coeficiente de determinación (R2) y eficiencia de amplificación de 

ipdC. (c) Curva de disociación de gyrA. (d) Determinación del coeficiente de determinación y eficiencia de amplificación de 

gyrA. (e) Curva de disociación de rho. (f) Determinación del coeficiente de determinación y eficiencia de amplificación de rho. 

Las reacciones para la RT-qPCR se realizaron por triplicado utilizando DNA genómico de A. brasilense Sp7. Para la 

determinación del coeficiente de determinación y eficiencia de amplificación agregaron 400, 40, 4 y 0.04 ng de DNA genómico 

por cada reacción de PCR (4 diluciones seriadas por triplicado) como se indicó en material y métodos. 
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Figura C12. Gráficas de amplificación de ipdC, gyrA y rho obtenidas por RT-qPCR. 
 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura C12. Gráficas de amplificación de ipdC, gyrA y rho obtenidas por RT-qPCR. (a) Gráfica de amplificación 

logarítmica de gyrA de las cepas Sp7, 2113, 2114 y 2115. (b) Gráfica de amplificación lineal de gyrA de las cepas Sp7, 2113, 

2114 y 2115. (c) Gráfica de amplificación logarítmica de rho de las cepas Sp7, 2113, 2114 y 2115. (d) Gráfica de amplificación 

lineal de rho de las cepas Sp7, 2113, 2114 y 2115. (e) Gráfica de amplificación logarítmica de ipdC de las cepas Sp7, 2113, 

2114 y 2115. (f) Gráfica de amplificación lineal de ipdC de las cepas Sp7, 2113, 2114 y 2115. Las reacciones para la RT-qPCR 

se realizaron por triplicado utilizando cDNA de las cepas indicadas como se indicó en material y métodos.  
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11.2 Tablas complementarias 

 
Tabla C1. Medios de cultivo bacteriano utilizados en este trabajo 

MEDIO DE 

CULTIVO 

COMPONENTE CANTIDAD 

POR LITRO 

PREPARACIÓN 

LB 1. Peptona de caseína 
2. Extracto de levadura 
3. Cloruro de sodio  

10 g 
5 g 
10 g 

Disolver poco a poco todos los componentes en 960 ml de 
agua bidestilada, ajustar a un pH de 7.0 con NaOH 1 N, 
aforar a 1 litro con agua bidestilada y esterilizar a 15 lb por 
20 minutos. Almacenar a 4ºC. 

LB 
modificado 

1. Peptona de caseína  
2. Extracto de levadura 
3. Cloruro de sodio 
4. Cloruro de calcio   
5. Sulfato de magnesio  

10 g 
5 g 
5 g 
0.367 g 
0.616 g 

Disolver poco a poco todos los componentes en 960 ml de 
agua bidestilada, ajustar a un pH de 7.0 con NaOH 1 N, 
aforar a 1 litro con agua bidestilada y esterilizar a 15 lb por 
20 minutos. Almacenar a 4ºC. 

SOC 1. Peptona de caseína 
2. Extracto de levadura 
3. Glucosa  
4. Cloruro de sodio   
5. Cloruro de potasio  
6. Cloruro de magnesio 

20 g 
5 g 
20 mM 
10 mM 
2.5 mM 
10 mM 

Disolver poco a poco todos los componentes en 960 ml de 
agua bidestilada, ajustar a un pH de 7.0 con NaOH 1 N, 
aforar a 1 litro con agua bidestilada y esterilizar a 5 lb por 
30 minutos. Almacenar a 4ºC. 

MMAB con 
malato 

1. Ácido málico  5 g Preparar el componente 7 en solución al 2%, el componente 
8 al 1%, el componente 9 al 0.2% y el componente 10 al 20% 
(todos de manera separada en agua bidestilada) y por otro 
lado, preparar una solución de oligoelementos concetrada 
100 veces (100X) disolviendo cada uno de los componentes 
11-15 (todos en una misma solución 100 veces más de la 
cantidad especificada por litro de medio) y esterilizar todas 
las soluciones a 5 lb por 30 minutos. Por otro lado, disolver 
los componentes 1-6 (medio base) en 970 ml de agua 
bidestilada, ajustar a un pH de 6.8 con KOH al 10%, aforar 
a 991 ml con agua bidestilada y esterilizar a 5 lb por 30 
minutos. Dejar enfriar el medio base a temperatura ambiente 
y, en condiciones de esterilidad, agregar 1 ml de cada una de 
las soluciónes de los componentes 7, 8, 9 y de la solución de 
oligoelementos y 5 ml de la solución del componente 10. 
Almacenar a 4ºC. 
 

2. Fosfato de potasio monobásico  
(KH2PO4)  

 
0.87 g 

3. Fosfato de potasio dibásico  
(K2HPO4)  

 
1.67 g 

4. Sulfato de magnesio heptahidratado  
(MgSO4.7H2O)  

 
0.2 g 

5. Cloruro de sodio (NaCl)  0.1 g 

6. Hidróxido de potasio (KOH) 4.0 g 

7. Cloruro de calcio dihidratado  
(CaCl2.H2O)  

 
0.02 g 

8. Cloruro férrico (FeCl3)   0.01 g 

9. Molibdato de sodio dihidratado  
(NaMoO4.2H2O)  

 
2.0 mg 

10. Cloruro de amonio (NH4Cl) 1.0 g 

11. Sulfato de manganeso (MnSO4)   2.1 mg 

12. Ácido bórico (H3BO3)  2.8 mg 

13. Sulfato de cobre pentahidratado  
(CuSO4.5H2O)  

 
0.04 mg   

14. Sulfato de cobalto heptahidratado  
(CoSO4.7H2O)  

 
0.04 mg 

15. Sulfato de zinc heptahidratado  
(ZnSO4.7H2O)  

 

 
0.24 mg 
 

MMAB con 
gluconato 

1. Ácido glucónico  
2. Fosfato de potasio monobásico  

(KH2PO4)  

3. Fosfato de potasio dibásico  
(K2HPO4)  

4. Sulfato de magnesio heptahidratado  
(MgSO4.7H2O)  

5. Cloruro de sodio (NaCl)  
6. Cloruro de calcio dihidratado  

(CaCl2.H2O)  

7. Cloruro férrico (FeCl3)   
8. Molibdato de sodio dihidratado  

(NaMoO4.2H2O)  
9. Cloruro de amonio (NH4Cl) 
10. Sulfato de manganeso (MnSO4)   
11. Ácido bórico (H3BO3)  
12. Sulfato de cobre pentahidratado  

(CuSO4.5H2O)  
13. Sulfato de cobalto heptahidratado  

(CoSO4.7H2O)  
14. Sulfato de zinc heptahidratado  

(ZnSO4.7H2O)  
 

8.18 g 
 
0.87 g 
 
1.67 g 
 
0.2 g 
0.1 g 
 
0.02 g 
0.01 g 
 
2.0 mg 
1.0 g 
2.1 mg 
2.8 mg 
 
0.04 mg   
 
0.04 mg 
 
0.24 mg 
 

Preparar el componente 6 en solución al 2%, el componente 
7 al 1%, el componente 8 al 0.2% y el componente 9 al 20% 
(todos de manera separada en agua bidestilada) y por otro 
lado, preparar una solución de oligoelementos concetrada 
100 veces (100X) disolviendo cada uno de los componentes 
10-14 (todos en una misma solución 100 veces más de la 
cantidad especificada por litro de medio) y esterilizar todas 
las soluciones a 5 lb por 30 minutos. Por otro lado, disolver 
los componentes 1-5 (medio base) en 970 ml de agua 
bidestilada, ajustar a un pH de 6.8 con KOH al 10%, aforar 
a 991 ml con agua bidestilada y esterilizar a 5 lb por 30 
minutos. Dejar enfriar el medio base a temperatura ambiente 
y, en condiciones de esterilidad, agregar 1 ml de cada una de 
las soluciónes de los componentes 6, 7, 8 y de la solución de 
oligoelementos y 5 ml de la solución del componente 9. 
Almacenar a 4ºC.  
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Tabla C2. Reactivos y soluciones utilizadas para la cromatografía de afinidad a DNA 
 

 

TÉCNICA REACTIVO O 

SOLUCIÓN 

FÓRMULA PREPARACIÓN 

 Buffer TN Tris-HCl 50 

mM, pH 7.5 
NaCl 50 mM  

 

Para 100 ml: disolver 0.6057 g de Tris y 0,292 g de 

NaCl en 95 ml de agua bidestilada, ajustar a pH 7.5 
con HCl y aforar a 100 ml. Esterilizar a 15 lb por 20 

minutos. 

 Buffer TE Tris-HCl 10 mM, pH 7.5 
 EDTA 1  mM   

 

Para 50 ml: disolver 0.06057 g de Tris y 0.01861 g de 
EDTA en 45 ml de agua bidestilada, ajustar a pH 7.5 

con HCl y aforar a 50 ml con agua. Esterilizar a 15 

libras por 20 minutos. Almacenar a temperatura 

ambiente. 

 Buffer de sonicación  Tris-HCl 10 mM, pH 7.5 
EDTA 1 mM 

NaCl 100 mM 

Triton X-100 0.05% (v/v) 
Detiotreitol (DTT) 1 mM  

MgCl2 10 mM 

Glicerol 10% 
Fluoruro de 

fenilmetilsulfonilo 

(PMSF) 0.5 mM  
Lisozima 2 mg/ml 

Para 50 ml: pesar 0.06057 g de Tris, 0.01861 g de 
EDTA, 0.292 g de NaCl, 0.00771 g de detiotreitol 

(DTT), 0,0476 de MgCl2. Disolver los componentes en 

40 ml de agua bidestilada, agregar 5 ml de glicerol 
puro y 25 µl de Triton X-100, ajustar el pH a 7.5 con 

HCl 1 N, aforar la solución a 50 ml y esterilizar con un 

filtro con tamaño de poro de 0.4 µm. Al momento del 
ensayo tomar 4 ml del buffer y agregar 20 µl de una 

solución stock de 100 mM de PMSF (disuelto en 

isopropanol) y 0.008 g de lisozima.  

 Buffer de unión/lavado  Tris-HCl 10 mM, pH 7.5 

NaCl 100 mM 
EDTA 1 mM 

Triton X-100 0.05% (v/v) 

Detiotreitol (DTT) 1 mM  
MgCl2 10 mM 

Glicerol 10% 

PMSF 0.5 mM  

Este buffer es el mismo que el buffer de lisis pero sin 

lisozima. Tomar una alícuota del buffer de lisis sin 
lisozima para el ensayo. 

 Buffer de lavado 2x B/W 

 
Tris HCl 10 mM, pH 7.5 

 EDTA 1 mM 

 NaCl 2 M  
Triton X-100 0.05% 

 

Para 25 ml: disolver 0.0302 g de Tris, 0.0093 g de 

EDTA y 2.92 g de NaCl en 20 ml de agua bidestilada, 

agregar 12.5 µl de Triton X-100 ajustar a pH 7.5 con 
HCl y aforar a 25 ml. Esterilizar a 15 libras por 20 

minutos. Almacenar a temperatura ambiente. 

 Buffer de elusión  

 
Tris HCl 25 mM, pH 7.5 

EDTA 1 mM 

Triton X-100 0.05% 
NaCl: 200 mM, 350 

mM, 500 mM, 700 mM 

y 1 M 

Para 25 ml: disolver 0.0757 g de Tris, 0.0093 g de 

EDTA en 20 ml de agua bidestilada, agregar 12.5 µl 

de Triton X-100 ajustar a pH 7.5 con HCl y aforar a 25 
ml. Esterilizar a 15 libras por 20 minutos. Tomar 1 ml 

del buffer para preparar cada una de los buffers de 

elusión y agregar 0.01168 g de NaCl para el de 200 
mM, 0,02044 g para el de 350 mM, 0.0292 g para el de 

500 mM, 0,0408 g para el de 700 mM y 0.0584 g de 

NaCl para el de 1 M. Almacenar a temperatura 
ambiente. 

 Poly dI-dC  Poly(deoxyinosinic-

deoxycytidylic) acid 

sodium salt 

La presentación del Poly dI-dC es en forma de una 

pequeña cápsula algodonosa de la que se puede tomar 

un pequeño fragmento y colocarlo en un tubo 

Eppendorf de 1.5 ml. Agregar 1 ml de un buffer que 

contiene 20 mM de fosfato de sodio y 100 mM de 
cloruro de sodio, pH 7.0. Homogenizar y determinar la 

concentración en ng/µl de la misma forma en que se 
determina la concentración de muestras de DNA 

(DO260). 
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Tabla C3. Reactivos y soluciones utilizadas para la purificación de RNA de bacterias 
 

TÉCNICA REACTIVO O 

SOLUCIÓN 

FÓRMULA PREPARACIÓN 

 Buffer TE Tris-HCl 10 mM pH 

8; EDTA 1 mM 

Para 50 ml: disolver 0.06057 g de Tris y 

0.01861 g de EDTA en 45 ml de agua 

bidestilada, ajustar a pH 8.0 con HCl y aforar a 

50 ml. Esterilizar a 15 libras por 20 minutos. 

Almacenar a temperatura ambiente. 

 SDS 10% SDS 10% Para 20 ml: (NOTA: utilizar máscara o cubre 

boca para pesar). Disolver poco a poco 2 g de 

SDS en 15 ml de agua bidestilada, aforar a 20 ml 

y esterilizar a 15 lb por 20 minutos. Almacenar 

a temperatura ambiente. 

 Buffer de cetiltrimetil 

amonio (CTAB) 

Bromuro de 

Cetiltrimetilamonio 

(CTAB) 2%, NaCl 2 

M. 

Para 20 ml: Disolver poco a poco 2,336 g de 

NaCl en 15 ml de agua bidestilada, colocar la 

solución en baño María a 65°C. Agitar con bala 

magnética y agregar poco a poco 0.4 g de CTAB 

hasta disolver completamente. Ajustar el 

volumen a 20 ml con agua bidestilada. 

Esterilizar a 15 lb durante 20 min. Almacenar a 

temperatura ambiente.  

 Fenol puro en buffer Tris-

HCl  

 

Fenol puro; Tris-HCl 

pH 8.0 

Para 100 ml: Descongelar el fenol en baño 

María a 65ºC, tomar 20 ml y colocarlo en frasco 

ámbar (si el fenol está en forma de cristales, 

pesar 20 g de fenol), agregar 20 ml de agua 

bidestilada estéril, colocar un agitar magnético y 

agitar por 2 horas, dejar que se separe la fase 

orgánica de la fase acuosa (puede llevar 3 horas 

o más), retirar el agua de la parte superior y 

agregar 20 ml de buffer Tris-HCl 0.5 M pH 8.0 

estéril, agitar por 2 horas, dejar que se separen 

las fases, retirar el buffer de la parte superior y 

agregar 20 ml de buffer Tris-HCl 0.1 M pH 8.0 

estéril, agitar por 2 horas (no retirar el buffer) y 

almacenar a 4ºC protegido de la luz. 

 Cloroformo:alcohol 

isoamílico (24:1) 

Cloroformo 24 ml; 

alcohol isoamílico 1 

ml 

Para 25 ml: con una probeta medir 24 ml de 

cloroformo puro y agregar 1 ml de alcohol 

isoamílico. Almacenar a temperatura ambiente. 

 Solución de lisozima  Lisozima 5 mg/ml Para 1 ml: Preparar al momento del ensayo: 

pesar 0.005 g de lisozima en un tubo Eppendorf 

estéril, agregar 1 ml de buffer TE y homogenizar 

con vórtex. 

 Agua de PC (para 

limpiar material) 

Agua bidestilada, 

dietilpirocarbonato 

(DEPC) al 0.1% 

Para 500 ml: A 499.5 ml de agua bidestilada 

esteril agregar 0.5 ml de dietilpirocarbonaro 

(DEPC), homogenizar durante 2 horas a 37ºC y 

almacenar a temperatura ambiente o a 4 ºC. Esta 

solución no debe esterilizarse para mantener el 

dietilpirocarbonato activo, de esta forma, la 

solución se puede utilizar para limpiar el 

material. NOTA: El DEPC no debe combinarse 

con buffer de tris como el TE o con etanol. 

 Agua de PC estéril 

(para resuspención de 

RNA) 

Agua mili Q, 

dietilpirocarbonato 

(DEPC) al 0.1% 

Para 5 ml: agregar 5 µl de dietilpirocarbonato a 

4.95 ml de agua mili Q, IMPORTANTE: 

esterilizar a 15 lb por 20 minutos, almacenar a -

20 ºC.  
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Tabla C4. Reactivos y soluciones utilizadas para la actividad enzimática de la β-galactosidasa 
 

TÉCNICA REACTIVO O 

SOLUCIÓN 

FÓRMULA PREPARACIÓN 

 Buffer Z Na2HPO4 60 mM 

NaH2PO4 40 mM   

KCl 10 mM 

MgSO4 1 mM 

pH 7.0  

 

Para 100 ml: Pesar 0.8517 g de Na2HPO4 y 

0,5519 g de NaH2PO4, 0,0745 g de KCl y 0,0246 

g de MgSO4. Disolver todos los componentes en 

90 ml de agua bidestilada, ajustar el pH a 7.0 y 

aforar a 100 ml. Esterilizar a 15 lb por 20 

minutos.  

 SDS 0.1 % SDS 0.1 % 

 

 

Para 20 ml: disolver 0.02 g de SDS en 15 ml de 

agua bidestilada, aforar a 20 ml y esterilizar a 15 

lb por 20 minutos. 

 Solución sustrato ONPG (O-nitrofenil-

β-D-galactosido) 8 

mg/ml 

Para 2 ml: Dilsolver 0.016 g de ONPG (O-

nitrofenil-β-D-galactosido) en 2 ml de buffer de 

fosfatos preincubado a 37 ºC y mantener a 37 ºC 

hasta el momento del ensayo. Para disolver el 

ONPG es necesario homogenizar el tubo 

constantemente manteniendo la mezcla a 37 ºC 

(NOTA: preparar solo la cantidad que se 

necesitará en el momento del ensayo). 

 

 Solución de paro Carbonato de sodio 

(Na2CO3) 1 M 

 

Para 30 ml: Dilsolver poco a poco 3,179 g de 

Na2CO3 en 25 ml de agua bidestilada, aforar a 30 

ml y esterilizar a 15 lb por 20 minutos. 
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de 2014. 

 

4. VI International Conference on Environmental, Industrial and Applied Microbiology- 

BioMicroWorld 2015, Barcelona, España, 28-30 de octubre de 2015. 
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