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RESUMEN

Azospirillum brasilense es una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal que produce la fitohormona
acido indol-3-acético (AlA), una molécula de sefializacidn involucrada en el procesos de interaccién
bacteria-planta. La biosintesis de AIA en Azospirillum se lleva a cabo principalmente a través de la via
del &cido indol-3-piravico (AIP). La enzima fenilpiruvato descarboxilasa (PPDC) es codificada por el gen
indolpiruvato descarboxilasa (ipdC). En este trabajo, se analizé la posible variabilidad genética del gen
ipdC y de su regidn reguladora de cepas de A. brasilense aisladas de diferentes plantas y procedentes de
diferentes regiones geograficas. Las cepas bacterianas fueron identificadas a través de la amplificacion y
secuenciacion del gen rRNA 16S. La comparacion de la secuencia de nucledtidos de la region reguladora
de ipdC mostré que los elementos en cis, los cuales son importantes para la transcripcion de ipdC,
estuvieron muy conservados entre las cepas de A. brasilense analizadas. La comparacion de la secuencia
de nucleétidos de ipdC, asi como de la secuencia deducida de aminoéacidos de las PPDCs, mostré que
existe poca variabilidad genética entre los aislados.

Previo a este trabajo se demostré que la transcripcion de ipdC en Enterobacter cloacae es inducida
directamente por el regulador transcripcional TyrR, el cual regula la expresion de genes involucrados en
el transporte y metabolismo de aminoacidos en Escherichia coli (Ryu & Patten, 2008). En este trabajo, se
analizé la posible participacion de TyrR en la regulacidn de la expresion de ipdC en A. brasilense Sp7. En
una cepa mutada en el gen tyrR, nombrada A. brasilense 2116, la produccion de AIA disminuyd 18%
comparada con la cepa silvestre Sp7. No obstante, un andlisis transcripcional utilizando una fusion
transcripcional cromosémica ipdC-lacZ mostré que TyrR no estd implicado en la regulacién de la
expresion de ipdC. A través de un analisis bioinformatico del genoma de A. brasilense Sp7 se encontraron
probables sitios de unién para TyrR en promotores de genes que, probablemente, estan implicados en la
biosintesis de AlA, lo cual sugiere que TyrR controla la biosintesis de AIA a través de un mecanismo
indirecto como el transporte de triptéfano al interior de la célula o la biosintesis de triptéfano. A pesar de
que se han identificado los elementos del promotor que son importantes para la transcripcion de ipdC en
A. brasilense, los factores en trans involucrados en su expresion no han sido identificados. En este trabajo,
mediante ensayos de cromatografia de afinidad a DNA se aislaron proteinas que interactuaron con el
promotor de ipdC. La identificacion por espectrometria de masas reveld dos proteinas con dominios
hélice-vuelta-hélice las cuales podrian estar involucradas en la expresion de ipdC. Estas proteinas
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



expresion de ipdC en una mutante con una delesién de libR, nombrada A. brasilense 2113, disminuyé 4
veces (25%) con respecto a la cepa silvestre. En una mutante con una delesion de mibR, nombrada A.
brasilense 2114, la expresion de ipdC disminuyé ligeramente con respecto a la cepa silvestre, pero la
diferencia entre ambas no fue estadisticamente significativa. En una doble mutante libR-mibR, nombrada
A. brasilense 2115, la expresién de ipdC disminuy6 7 veces con respecto a la cepa silvestre. Por otro lado,
la cepa 2113 produjo 31% menos AlA que la cepa silvestre, mientras que la cepa 2114 produjo ligeramente
menos AIA que la cepa silvestre pero la diferencia entre ambas no fue estadisticamente significativa.
Curiosamente, la doble mutante A. brasilense 2115 produjo 51% menos AlA que la cepa silvestre. A través
de un anélisis bioinformético del promotor de ipdC se encontrd un probable sitio de unién a LibR y un
probable sitio de unién a MibR, los cuales se sobrelapan con una repeticion invertida localizada rio arriba
de un probable sitio de union al factor °*. En conjunto, los resultados presentados en este trabajo sugieren
que LibR y MibR coregulan la expresion de ipdC donde LibR actla como un activador mientras que MibR
posiblemente actia como un antiactivador. Este trabajo aporta nuevos hallazgos sobre la regulacion
transcripcional de ipdC que permiten comprender el mecanismo empleado por A. brasilense para controlar
la biosintesis de AlA.

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 é Patten, 2008). In this work, the possible involvement of TyrR in



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 1AA 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 > 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.



1. INTRODUCCION

La riz6sfera, la zona del suelo que rodea y que esta influenciada por las raices de las plantas (Hartmann et
al., 2008), es el habitat de una gran cantidad de microorganismos como bacterias, hongos, oomicetos, virus
y arqueas, asi como algunos protozoarios. Estos organismos son atraidos por las rizodeposiciones, tales
como los nutrientes, los exudados y el mucigel liberados por las raices de las plantas, lo cual les permite
establecerse en la rizdsfera o colonizar el tejido interno de la raiz causando varios efectos sobre el
crecimiento y nutricion de la planta huésped (Philippot et al., 2013). Estos microorganismos pueden
establecer una relacion de simbiosis, asociacion mutualista o parasitismo con la planta. Las asociaciones
mutualistas se clasifican en dos tipos: protectores contra patdégenos y proveedores de nutrientes como los
hongos arbusculares micorrizicos y las bacterias que producen sustancias reguladoras del crecimiento
vegetal (Lambers et al., 2009). A estas Ultimas 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 mas abundan
en la rizGsfera 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 nitrégeno Azospirillum,
uno de los géneros mas estudiados en la actualidad debido a su capacidad de aumentar el crecimiento y el
rendimiento de numerosas especies vegetales de interés agricola (de-Bashan & Bashan, 2004).

Las bacterias del género Azospirillum son rizobacterias Gram negativas, fijadoras de nitrégeno de vida libre
de forma curva (vibroide), producen flagelos polares y peritricos. Hasta el momento se han identificado 19
especies las cuales estan 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 mas estudiadas
han sido A. brasilense y A. lipoferum. Contienen de 6 a 7 replicones y el tamafio de su genoma varia
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 méas de 100
especies de plantas y mejoran significativamente el crecimiento y la productividad de plantas de interés
agricola en condiciones de campo (Bashan y de-Bashan, 2010). La estimulacion del crecimiento vegetal
por Azospirillum spp. se debe a varios mecanismos como la produccion y secrecion de: fitohormonas (Tien
et al., 1979; Bottini et al., 1989), 6xido nitrico (Creus et al., 2005), acido abscisico (Cohen et al., 2008),
asi como el incremento en la disponibilidad de nutrientes (Rodriguez et al., 2004; Bashan y de-Bashan
2005; Hungria et al., 2010), la fijacion bioldgica de nitrégeno (de-Bashan et al., 2012) y el incremento de
la resistencia a patogenos (Tortora et al., 2011), entre otros. Incluso, se ha propuesto una hipétesis 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 mas importantes son la produccién de


http://www.bacterio.net/azospirillum.html

la fitohormona &cido indol-3-acético (AIA) y éxido nitrico (ON) debido a que son los principales

responsables de los efectos observados sobre el sistema radicular.

1.1. El &cido 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 raices, incluyendo la dominancia apical (Reinhardt et al., 2000; Benkova et
al., 2003) y el desarrollo del tejido vascular (Mattsson et al., 2003), asi como el crecimiento diferencial
durante el tropismo (Friml et al., 2002), senescencia (Ellis et al., 2005), interaccion planta-patégeno (Kazan
et al., 2009), respuesta al estrés abi6tico (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 funcién del AIA producido por
bacterias ha sido estudiado desde hace mas de tres décadas, cuando se descubrié que juega un papel
importante como factor de virulencia para la formacion 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 AlA pero con efecto no
patdgeno entre los que se encuentran Azospirillum, Enterobacter, Azotobacter, Pseudomonas, Bacillus
(Ahmad et al., 2008; Raddidi et al., 2008; Hassen & 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 AlA 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 podian
mejorar el crecimiento vegetal a través de la produccion de fitohormonas como el AIA. La produccion de
AlA depende de la especie, la cepa, las condiciones de cultivo, la concentracion de triptéfano, el pH, la
oxigenacion 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 geograficas se encontrd que
la produccién de AIA en medio minimo con malato complementado con triptéfano oscila entre 0,17-98
pg/ml (Jijon-Moreno et al., 2015). El triptdfano es considerado el precursor del AIA debido a que la adicion
de este aminodcido a los cultivos de bacterias productoras de AIA resulta en una mayor produccién de esta
fitohormona (Wright et al., 1991).



1.2. Vias de produccion de AlA en A. brasilense basado en analisis genéticos, bioquimicos
y bioinformaticos

La identificacion de algunos genes implicados en la biosintesis de AIA en A. brasilense y en otros géneros
bacterianos, se han identificado a través de la construccion y caracterizacion de mutantes afectadas en la
produccion de AlA, asi como a traves de la caracterizacion bioquimica de algunas enzimas que catalizan
la formacion de compuestos intermediarios de las vias dependientes de triptéfano. De esta forma se han
identificado cuatro vias metabdlicas dependientes de triptéfano en bacterias del género Azospirillum; via
del &cido indol-3-piravico (AIP) via de la indol-3-acetamida (IAM), via del indol-3-acetonitrilo (IAN) y
via de la triptamina (TAM), asi como una via independiente de tript6fano (figura 1) (Prinsen et al., 1993;
Costacurta et al., 1994; Carrefio-Lopez et al., 2000).
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Figura 1. Vias de biosintesis de AlA en bacterias. Las lineas 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.Via del &cido indol-3-piravico

La principal via de produccion de AlA en A. brasilense y en otras rizobacterias es la del intermediario &cido

indol-3-pirtvico. La via consiste de tres etapas, en la primera el precursor triptéfano es transaminado a
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acido indol-3-piravico por una aminotransferasa y posteriormente este ultimo es descarboxilado por una
indol piruvato descarboxilasa formando indol-3-acetaldehido, el cual a su vez es oxidado por una indol
acetaldehido deshidrogenasa para formar AlA (figura 1). En bacterias, las aromatico aminotransferasas que
participan en la primera reaccion de la via, esto es, la transaminacidon del tript6fano para formar acido indol-
3-piravico, han sido caracterizadas a nivel bioquimico en diversos estudios (Ruckddschel et al., 1988, Baca
etal., 1994; Soto-Urzla 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 mas importante en la via debido a que la
mutacion de ipdC en diferentes cepas de A. brasilense causé una disminucién de entre el 10y el 50% en la
biosintesis de AIA comparada con la cepa silvestre (Carrefio-Lopez 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-Dye 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, articulo no publicado). La disponibilidad de la secuencia genémica completa de A. brasilense Sp7 en
el GenBank (Kwak y Shin, 2016), nos permitié encontrar proteinas homologas que participan en la

biosintesis de AlA en otras bacterias (tabla 1).

Tabla 1. Enzimas probablemente implicadas en la produccion de AlA en A. brasilense Sp7 basado en andlisis bioinformaticos.

No. de Funcién probable  Homologo, No.  Organismo Identidad Referencia

Acceso genbank, de acceso (similitud)

A. brasilense Sp7 genbank

ALJ37565.1 Histidinol fosfato YP_003613824.1 E. cloacae ATCC 13047 29% (48%)  Koga et al., 1994
aminotransferasa
Histidinol fosfato ~ WP_011858434.1 A. baumannii ATCC 17978 29% (49%)  Nwugo et al., 2013
aminotransferasa

ALJ36000.1 Indol piruvato AF285632 E. cloacae UWS5 (antes P. 29% (44%)  Patten & Glick, 2002
descarboxilasa putida GR12-2)

ALJ34554.1 Aldehido AY850388 A. brasilense Yu62 99% (98%)  Xie etal., 2005
deshidrogenasa
Aldehido XP_758655.1 Ustilago maydis 44% (60%)  Basse et al., 1996
deshidrogenasa

ALJ38412 Aldehido XP_758655.1 Ustilago maydis 39% (59%)  Basse et al., 1996
deshidrogenasa

ALJ36000.1 Indol piruvato AF285632 E. cloacae UWS5 (antes 29% (44%)  Patten 8 Glick, 2002
descarboxilasa P.putida GR12-2)

ALJ34554.1 Aldehido AY850388 A. brasilense Yu62 99% (98%)  Xieetal., 2005
deshidrogenasa
Aldehido XP_758655.1 Ustilago maydis 44% (60%)  Basse et al., 1996
deshidrogenasa

ALJ38412 Aldehido XP_758655.1 Ustilago maydis 39% (59%)  Basse et al., 1996
deshidrogenasa

ALJ39111.1 Nitrilasa CAL26199.1 B. amyloliquefaciens FZB42 25% (40%) Idris et al., 2007
Nitrilasa AFY19658.1 Pseudomonas sp. UW4 27% (37%) Ducaetal., 2014

ALJ35078.1 AlA CAL26203.1 B. amyloliquefaciens 34% (50%) Idris et al., 2007
acetiltransferasa FzB42




De acuerdo a este andlisis en BLAST (Altschul et al., 1997), la cepa Sp7 contiene todas las enzimas que
participan en la via del acido indol-3-pirtvico que incluyen dos aromatico aminotransferasas, la aromatico
aminotransferasa 1 (AAT1) y la aromatico aminotransferasa 2 (AAT2) codificadas por los genes hisCl y
hisC2, respectivamente. El gen hisC1 se identificd previamente en una genoteca de A. brasilense Sp7 y se
encontrd que tiene una pequefia contribucion en la produccién de AlA y ademas se expresa tanto en vida
libre como en asociacion 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 tript6fano aminotransferasa de E. cloacae
ATCC 13047, la cual cataliza de manera reversible la transaminacion de triptéfano para producir acido
indol-3-pirtvico 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 produccion de AIA debido a que una mutante en este gen produjo sélo el 25%
de indoles totales de lo que produjo la cepa silvestre (Carrefio-Lépez 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 produccién de AIA
y cataliza la descarboxilacion del acido indol-3-pirtvico para formar indol-3-acetaldeido (Costacurta et al.,
1994) y comparte un 29% de identidad (44% de similitud) con la secuencia traducida de ipdC de E. cloacae
UWS5 que contribuye en alrededor de un 95% a la produccién de AlA en presencia de triptofano (Patten &
Glick, 2002). La enzima que participa en la Gltima reaccion de la via del AlP, esto es, la deshidrogenacion
del indol-3-acetaldeido para formar AlA, ha sido reportada recientemente por Shao et al, (2015). En B.
amyloliquefasciens SQR9 se identificaron dos genes que podrian estar involucrados en la via del &cido
indol-3-pirtvico; una indol piruvato descarboxilasa codificada por el gen yclC (No. de acceso NCBI
V529 03400) y una acetaldehido deshidrogenasa codificada por el gen dhaS (No. de acceso NCBI
V529 19360). Las mutantes en los genes ycIC y dhaS produjeron un 45y 23% de AlA de lo que produjo
la cepa silvestre, respectivamente (Shao et al., 2015). En el genoma de la cepa Sp7 se encontraron dos
aldehido deshidrogenasas que podrian participar en la Gltima etapa de la biosintesis de AIA. Una de estas
proteinas comparte un 99 y 44% de identidad con una aldehido deshidrogenasa de A. brasilense Yu62 y de
Ustilago maydis, respectivamente (tabla 1). En A. brasilense Yu62 el gen aldA, el cual codifica para la
indol acetaldehido deshidrogenasa AldA, se identific6 en una biblioteca de mutantes generadas por
transposicion de Tn5. La mutacion de aldA afect6 la produccion de AIA en alrededor de un 50% con

respecto a la cepa silvestre (Xie et al., 2005).



1.2.2. Via del indol-3-acetonitrilo

Existe la evidencia fisiologica de la presencia de otras vias de biosintesis de AIA en A. brasilense Sp7
ademas de la via del &cido indol piravico (Carrefio-Lépez et al., 2000), sin embargo, hasta el momento no
se han identificado los genes o enzimas que participan en tales vias. Una de las vias alternativas de
produccion de AIA en bacterias es la via 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, Carrefio-Lopez et al., (2000) observaron la conversion enzimatica de indol-3-acetonitrilo
a AlA 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 via en A. brasilense. La busqueda en BLAST (Altschul et al.,
1997) revelé 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 AlA de lo que produjo la cepa silvestre
(Idiris et al., 2007).

1.2.3. Via de la indol-3-acetamida

La via de la indol-3-acetamida ha sido bien caracterizada en bacterias. En esta via de dos etapas, el
triptéfano es convertido a indol-3-acetamida por la enzima triptéfano-2-monooxigenasa (laaM), codificada
por el gen iaaM. En la segunda etapa el IAM es convertido a AIA por una indol acetamina hidrolasa (laaH),
codificada por el gen iaaH (Pollmann et al., 2006). La existencia de esta via en A. brasilense fue sugerida
en los trabajos de Prinsen et al., (1993) quienes determinaron la existencia de indol-3-acetamida en la
fraccion sobrenadante del medio de crecimiento, sin embargo, el analisis del genoma completo de A.
brasilense Sp7 no mostro la presencia de genes homologos que participan en esta via. En contraste, en un
andlisis del genoma completo de Azospirillum sp. B510 reportado por Kaneko et al., (2010) se encontraron
dos genes homdlogos a iaaM e iaaH, los cuales podrian estar involucrados en la sintesis de AlA a partir de
la via de la indol-3-acetamida en esta bacteria, lo cual sugiere que existe variacion en cuanto a las vias de

produccion de AlA presentes en diferentes especies o cepas de la misma especie.



1.3. El &cido indol-3-acético como molécula sefial en la interaccion bacteria-planta

Generalmente las bacterias producen pequefias moléculas de sefializacion que estan implicadas en el
proceso de transduccion de sefiales, el cual se inicia a partir de un estimulo ambiental o celular, y a partir
de esta informacion reaccionan rapidamente transmitiendo dichas sefiales a la maquinaria transcripcional,
la cual altera la expresion de genes en la célula produciendo una respuesta adaptativa (Camilli & Bassler,
2006). Algunas bacterias secretan pequefias moléculas conocidas como autoinductores, entre ellas destacan
las de tipo acil- homoserina lactonas (Eberhard et al., 1981), el &cido metil éster 3-hidroxipalmitico (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-homoserin-lactona (Schaefer et al., 2008). Estos autoinductores son
moléculas que permiten a las bacterias detectar su propia densidad poblacional seguido por la expresion de
genes implicados en diversos procesos celulares como bioluminiscencia, diferenciacion morfoldgica,
secrecion de factores de virulencia, formacion de biopelicula, esporulacién, entre otros (Bassler & Losick,
2006).

Ademas de las moléculas mencionadas anteriormente, se ha descubierto que otras moléculas de tipo
hormonal funcionan como sefial en el proceso de comunicacion célula-célula y microorganismo-hospedero.
Se ha mostrado que el AlA funciona como molécula sefial en varios microorganismos asociados a plantas
debido a que permite la expresién de genes que participan no solo en su propia biosintesis o catabolismo,
sino también en otros procesos como la formacion de biopelicula, biosintesis de exopolisacaridos,
resistencia a condiciones de estrés (calor, frio, estrés osmético, estrés oxidativo y desecacion), entre otros
(figura 2) (Donati et al., 2013; Bianco et al., 2006; Bianco et al., 2009).

El papel del AIA como molécula sefial en A. brasilense fue revelado por un trabajo del grupo de J.
Vanderleyden. El anélisis de la expresion de genes inducidos por AlA se evalu6 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 disminuy6 la expresion
de 39 genes que codifican proteinas ribosomales, mientras que aumentd la expresion de genes que
pertenecen a un sistema de reduccion de nitratos. Este sistema juega un papel muy importante en la
desnitrificacion aerdbica y en la adaptacion a un metabolismo anaerdébico. Ademas se observo un aumento
en la expresion de genes que codifican proteinas de transporte, entre ellos, transportadores de union a ATP

y transportadores periplasmicos independientes de ATP (TRAP).
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Figura 2. Modelo propuesto de la sefializacion mediada por AIA en bacterias asociadas a plantas. El triptdfano que se
encuentra en la rizésfera es captado por las bacterias asociadas a la planta y es utilizado para diversos procesos bioquimicos y
metabdlicos. Uno de estos procesos es la biosintesis de AlA, en el que el triptdfano es convertido a AIA en una ruta enzimatica de
3 etapas. En la primera etapa el triptéfano es transaminado para formar &cido indol-3-pitvico (AIP) y en la segunda el AlA es
descaboxilado para formar indol-3-acetaldehido (IAD). Finalmente, en la tercera etapa el IAD es deshidrogenado para formar AlA.
Es probable que el AIA que se encuentra en la rizdsfera como producto del metabolismo microbiano pueda ser internalizado a
través de transportadores especificos localizados en la membrana citoplasmatica bacteriana. En el interior de la célula el AIA actda
como molécula sefial activando o reprimiendo la expresidn de varios genes cuyos productos proteicos participan de manera directa
o indirecta en diversos procesos como la formacion de biopelicula y la sintesis de exopolisacaridos. Ademas, permite la expresion
de genes implicados en el ensamble del sistema de secresion tipo VI (SSTVI) y transportadores de tipo ABC, mientras que reprime
la expresion de otros genes, por ejemplo los que participan en el ensamble del flagelo y los que dan lugar a proteinas aceptoras de
metilos (MCPs). Aunque se desconoce el mecanismo por el cual el AlA ejerce su actividad de sefializacion, es posible que actie
de manera similar a otras moléculas de sefializacion, por ejemplo sirviendo como ligando de factores de transcripcién que, a su
vez, regulan la expresion génica de manera positiva o negativa. EI AlA excretado hacia el medio extracelular es captado por la
planta en donde puede actuar como molécula sefial para la expresion de genes implicados en procesos como la division celular,
diferenciacion celular y en la respuesta sistémica inducida (Puyvelde et al., 201; Donati et al., 2013).

Estas proteinas estan implicadas en la importacion de carbohidratos a la bacteria y esto le podria permitir
captar nutrientes del ambiente rizosférico. Ademas, el AlA agregado al medio de cultivo aumentd la
expresion de genes gque codifican para proteinas del sistema de secrecidn tipo VI (SSTVI). Este sistema
consiste de un grupo de proteinas que forman una estructura similar a un tubo de inyeccion a través del cual
la bacteria transporta proteinas efectoras a otras células, por ejemplo a otras bacterias 0 a las células de la
planta huésped (Coulthurst, 2013). En conjunto, estos resultados demuestran que el AIA actiia como una

molécula de sefializacion en la interaccion bacteria-planta (Puyvelde et al., 2011).
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En B. japonicum y en E. coli, el AIA agregado de manera exdgena al medio de cultivo caus6 un aumento
en la produccion de biopelicula y de exopolisacéridos (Donati et al., 2013; Bianco et al., 2006). La
produccién de biopelicula y exopolisacaridos 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 rizosfera (Kachlany et al., 2001; Salunkhe et al., 2005).

Otro de los genes que aumentan su expresion en presencia de AlA son los del propio catabolismo del AlA.
En B. japonicum y A. brasilense Sp245 el AIA caus6 un aumento en la expresion de genes que codifican
para la enzima indol piruvato ferredoxin oxidorrreductasa (Donati et al., 2013; Puyvelde et al., 2011). Esta
enzima cataliza la descarboxilacién oxidativa de arilpiruvatos y es la proteina citoplasmatica mas abundante
en Pyrococcus furiosus (Mai et al., 1994) y se sugiere que podria estar implicada en el metabolismo de AIA
(Donati et al., 2013). Previo a estos estudios se demostré que el AlA induce la expresion tanto de ipdC
(Van de Broek et al., 1999; Malhotra & Srivastava, 2008) como de hisC1, el gen que codifica para la
aromatico aminotransferasa 1 en A. brasilense Sp7 implicada en la transaminacion del triptéfano para
producir &cido indol-3-piravico (Castro-Guerrero et al., 2011). En B. japonicum, A. brasilense Sp245 y en
A. tumefaciens, el AIA indujo la expresion de aminotransferasas y aldehido deshidrogenasas (Donati et al.,
2013; Puyvelde et al., 2011; Yuan et al., 2008), sin embargo, su participacion en la biosintesis de AIA aln
no se ha comprobado. En contraste, el AIA causé un efecto represor sobre los genes de quimiotaxis y de
expresion del flagelo en B. japonicum, lo cual sugiere que la bacteria utiliza un mecanismo de conservacion
de energia reprimiendo genes para sus funciones de movilidad y produce mas proteinas de estrés que le
permite sobrevivir en un ambiente de estrés como la rizdsfera (Donati et al., 2013). Estos estudios muestran
que el AIA es una molécula de sefializacion que podria permitir a las bacterias competir en la rizdsfera con
otros microorganismos e interactuar con la planta huésped a través de una serie de procesos bioquimicos
y/o fisiologicos que les garantiza un estado de asociacién simbiotica. En figura 2 se muestra un modelo de
la sefializacion 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 expresion de genes
en bacterias. Algunas moléculas de sefializacién como las de tipo acil-homoserino lactona regulan la
transcripcion de genes uniéndose a factores de transcripcion de la familia LuxR o LasR, los cuales a su vez
activan o reprimen la transcripcién de genes implicados en diversos procesos como la produccién de
biopelicula, bioluminiscencia o la expresion de factores de virulencia (Churchil et al., 2011). Existe
evidencia de que el AIA también podria regular la transcripcién de genes uniéndose a factores de

transcripcion. En Acinetobacter baumannii se encontr6 que el factor de transcripcion lacR, el cual pertenece
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a la familia MarR de reguladores transcripcionales, participa en el catabolismo de AlA a través de la
regulacion negativa del operon iac el cual consta de nueve genes estructurales (iacHABICDEFX) que
codifican proteinas implicadas en la degradacion de AIA. La adicion de AlA al medio de cultivo causé un
aumento en la expresion del operén iac lo cual indic6 que esta fitohormona antagoniza la represion de iac
dependiente de lacR. Posteriormente mediante ensayos de EMSA se comprobd que la proteina lacR se une
al promotor de iac. Esta union se inhibid totalmente cuando se agregé AlA a una concentracion de 50 uM
(Shu et al., 2015). Estos resultados sugieren que el AlA podria interactuar con el regulador transcripcional
lacR haciendo que se despegue del promotor permitiendo asi la expresion del operon iac. Este trabajo es el
primer estudio que demuestra que el AIA actia como un ligando bacteriano con el fin de regular la

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

1.4. Regulacion de la biosintesis de AIA 'y regulacién transcripcional del gen ipdC

La biosintesis de AIA en bacterias es regulada por diversos factores ambientales que influyen en la
expresion de ipdC. Por ejemplo, el pH &cido y las condiciones anaerdbicas incrementan la expresion de
ipdC en A. brasilense Sp245 (Ona et al., 2005, Vande Broek et al., 2005). Generalmente la adicién de
triptéfano al medio de cultivo, causa un aumento en la produccién de AlA. Sin embargo, este incremento
no siempre esta relacionado con la induccidén de la expresién de los genes implicados en la biosintesis de
AlA por el triptéfano. Por ejemplo, mientras que en P. patida GR12-2 la adicion de triptéfano al medio
caus6 un aumento en la expresion de ipdC (Patten & Glick, 2002), en A. brasilense Sp7 no caus6 ningln
efecto (Carrefio-Lopez et al., 2000). Otro de los factores que inducen la expresion de ipdC es la formacion
de biopelicula. Esto se demostro en un estudio de microarreglos en S. typhimurium en el que ipdC mostro
un nivel de expresion de 3.5 veces mas en células formando biopelicula comparado con células en estado
planctonico (Hamilton et al., 2009).

La induccién de la expresion de ipdC probablemente esté directamente relacionada con las caracteristicas
de su promotor. Esta hipétesis se apoya por el hecho de que se han encontrado varios elementos en cis en
la region promotora de ipdC de A. brasilense Sp245 que son importantes en la induccion mediada por AIA
(Vande Broek et al., 2005). Uno de estos elementos es una repeticion invertida localizada en la posicién -
58 a -38 relativo al sitio de inicio de la transcripcion, al cual se le dio el nombre de elemento regulado por
auxinas y es requerida para la activacion del promotor de ipdC y ademas es esencial para su induccion por
AlA (Vande Broek et al., 2005). Este hallazgo representd la primera descripcion de un gen bacteriano
regulado por auxinas. En este estudio se mostrd que esta regulacion de tipo “feedback” (autoinduccion) por

el AlA es responsable del incremento de los niveles de transcripcion de ipdC, durante el crecimiento de un
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cultivo de A. brasilense con el mayor nivel de expresion observado en fase de crecimiento estacionaria
(Vande Broek et al., 2005). Previo a este estudio, en un andlisis in silico de la region promotora de ipdC de
A. brasilense Sp245 se encontraron varios elementos en cis regulatorios, tales como un elemento de
respuesta a auxina o AuxXRE (TGTCNC), asi como un sitio de unién putativo para el factor sigma 54
(también conocido como RpoN o ¢*) y un probable sitio de unién 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 nucleétido, 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
proteina activadora que acopla la energia generada por la hidrélisis de ATP, para la formacion del complejo
abiertoen el proceso de la transcripcion (Bush 6 Dixon, 2012).

Otra caracteristica del promotor de ipdC de A. brasilense Sp245 es la presencia de dos secuencias
palindromes idénticas localizadas en una regiéon de 150 pb misma que esta ausente en otras cepas de A.
brasilense como la Sp7 (Vande Broek et al.,, 2005; Malhotra 6 Srivastava, 2009). Las secuencias
palindromes o repeticiones invertidas en un promotor suelen ser el sitio de union a factores de transcripcion
que regulan la transcripcion de manera positiva o0 negativa (Huffman & Brennan, 2002), sin embargo, la
presencia de cajas de union probable a un determinado factor de transcripcién debe corroborarse con
estudios in vivo e in vitro que demuestren su participacién en la regulacion transcripcional del gen en
cuestion.

Inmediatamente rio abajo de ipdC (a 99 pb) se localizd un gen que codifica para una proteina conocida
como laaC (Vande Broek et al., 2005). El gen iaaC se transcribe tanto de manera independiente como en
forma de operdn junto con ipdC y se comprobd que regula la produccion de AlA pero no la transcripcion
de ipdC. La mutacion de iaaC caus6 un aumento de hasta 6 veces en la produccién de AIA en A. brasilense
Sp245 (Vande Broek et al., 2005), mientras que cuando se sobreexpresé en A. brasilense SM causé una
disminucién del 50% en la produccion de AIA (Malhotra & Srivastava, 2008), con lo cual se comprob6
que el producto de este gen inhibe parcialmente la biosintesis de AIA en A. brasilense. Un analisis
bioinformatico de la secuencia traducida de iaaC de A. brasilense Sp245 mostr6é una identidad del 38%
(48% de similitud) con la proteina de respuesta a estrés Dr1199 de Deinococcus radiodurans (PDB no.
2VRN). Dr1199 pertenece a una superfamilia de proteinas (DJ-1) la cual incluye proteinas que estan
involucradas en la proteccion contra diversas condiciones de estrés ambiental (Fioravani et al., 2008). En
A. brasilense Sp7 y SM el gen iaaC esta ausente, lo cual sugiere que la biosintesis 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 UWS5 se encontrd una secuencia repetida invertida similar a la caja
de reconocimiento para el factor transcripcional TyrR (Ryu & Patten 2008). TyrR regula la transcripcion
de genes (de manera positiva 0 negativa) que estdn implicados en el transporte y metabolismo de
aminoacidos aromaticos en E. coli (Pittard et al., 2005). Para corroborar si TyrR regula la transcripcion de
ipdC se gener6 una mutante en el gen tyrR en E. cloacae UWS5. La mutacion de tyrR provocod una
disminucién de alrededor de un 90% en la produccién de AIA comparado con la cepa silvestre. Mediante
ensayos de retardo de la movilidad en gel (EMSA), asi como la cuantificacion de la expresion de ipdC por
PCR cuantitativa en tiempo real (RTq-PCR) y la expresion del gen reportero uidA (que codifica para la
enzima B-glucuronidasa) dirigida por el promotor de ipdC, se comprobé que TyrR regula la transcripcion
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 (¢%®) (Patten & Glick, 2002; Saleh & Glick, 2001). RpoS
es un factor sigma que actla en fase estacionaria del crecimiento regulando la expresion de genes de
respuesta a diferentes tipos de estrés (Latifi et al., 1996). La sobreexpresion de rpoS en P. fluorescens causo
un aumento de 10 veces en la producciéon de AIA (Saleh & Glick, 2001). En A. brasilense no se ha
encontrado un homélogo de RpoS por lo cual la expresion de ipdC podria ser regulado por otro factor
sigma. A pesar de la existencia de un sitio de union putativo para el factor sigma RpoN en el promotor de
ipdC, la mutacidn de rpoN en A. brasilense Sp7 no afect6 la produccion de AIA (Milcamps et al., 1996).

2. JUSTIFICACION

El AIA es una fitohormona implicada en diversos procesos del desarrollo de la planta, asi como una
molécula sefial en el proceso de interaccidn bacteria-planta por lo que ha sido considerado como uno de los
mecanismos mas importantes por los cuales las PGPRs estimulan el desarrollo vegetal. La regulacion de la
biosintesis 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 fisioldgico, se conoce muy poco sobre la
regulacién genética. Los resultados derivados de este trabajo permitirdn comprender el mecanismo
empleado por A. brasilense para regular la biosintesis de AIA como una estrategia para adaptarse al

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

3.1.

General

Estudiar la regulacion transcripcional del gen ipdC involucrado en la sintesis de AIA en cepas de A.
brasilense.

3.2. Especificos:

1. Identificar la region reguladora del gen ipdC a nivel de secuencia nucleotidica 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 participacion de TyrR en la regulacion transcripcional de ipdC y en la biosintesis
de AlA en A. brasilense Sp7

4. ldentificar las proteinas de union al promotor de ipdC

5. Construir mutantes en los genes codificantes de las proteinas que interactan con el promotor de ipdC

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

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

4. HIPOTESIS

Azospirillum brasilense controla la biosintesis de AlA a través de reguladores transcripcionales que se
unen en la region reguladora de ipdC para modular su expresion.
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5. DIAGRAMA DE TRABAJO
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6. MATERIAL Y METODOS

7.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Las cepas bacterianas y los plasmidos utilizados en este trabajo estan listados en la tabla 2 y la formula de
los medios de cultivo bacteriano utilizados se muestra en la tabla complementaria C1. E. coli DH5a
(utilizada para experimentos de transformacion) y E. coli S17.1 (utilizada para conjugacién biparental) se

cultivaron a 37°C en medio LB. Las cepas de A. brasilense se cultivaron en medio minimo para A.
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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 conjugacion se crecieron en medio LB modificado (LB"). Cuando fue necesario,

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

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

Tabla 2. Cepas bacterianas y plasmidos utilizados en este trabajo

Cepas bacterianas o
plasmidos

Descripcion

Referencia

Cepa
E. coli DH5a

.coli S17.1

. brasilense Sp245
. brasilense M-1

. brasilense Az39

. brasilense 42M

. brasilense C-15
. lipoferum 5

. lipoferum 45

. lipoferum 64

. brasilense Sp7

. brasilense 2112

> Prxrrr > >rrm

. brasilense 2113

A. brasilense 2114

A. brasilense 2115

A. brasilense 2116

A. brasilense 2117

A. brasilense 2113-libR*

A. brasilense 2115-libR*
mibR*

plasmido
pBluescript +

pCR2.1-TOPO
pBSL142
pJB3Tc20

endAl hsdR17 supE44 thi-14" recAl gyrA96 relAl AlacU169

@80 (4lacZAM15).

pro, thi hsd, recA,:: RP4-2 Tc:: Mu-Km Tn7.
Cepa silvestre.

Cepa silvestre aislada de Saccharum officinarum.
Cepa silvestre aislada de Triticum turgidum.

Cepa silvestre aislada de Zea mays.

Cepa silvestre aislada de Panicum maximum Jacq.

Cepa silvestre aislada de Oryza sativa

Cepa silvestre aislada de Oryza sativa

Cepa silvestre aislada de Oryza sativa

Cepa silvestre.

Cepa derivada de A. brasilense Sp7 mutada en el gen ipdC.
(ipdC::lacZ-KmR-SmR/SpcR). KmR, SmR.

Cepa derivada de A. brasilense Sp7 mutada en el gen libR
por insercion de un gen de resistencia a kanamicina
(AlibR::KmR). KmR.

Cepa derivada de A. brasilense Sp7 mutada en el gen mibR
por insercion de un gen de resistencia a kanamicina
(AmibR::KmR). KmR,

Cepa derivada de A. brasilense Sp7 mutada en el gen mibR
por insercion de un gen de resistencia a gentamicina y en el
gen libR por insercidn de un gen de resistencia a kanamicina
( AlibR::KmR, AmibR::GmR). KmR, GmR,

Cepa derivada de A. brasilense Sp7 mutada en el gen tyrR
por insercion de un gen de resistencia a gentamicina
(tyrR::GmR). GmR,

Cepa derivada de A. brasilense 2112 mutada en el gen tyrR
por insercion de un gen de resistencia a gentamicina
(ipdC::lacZ-KmR-SmR/SpcR, tyrR::GmR). KmR, SmR, GmR.
Cepa complementada derivada de la mutante A. brasilense
2113 (libR::KmR), contiene el plasmido de bajo nimero de
copias pJB3-libR. KmR, TCR,

Cepa complementada derivada de la mutante A. brasilense
2115 (AmibR::GmR, AlibR::KmR), contiene el plasmido de
bajo nimero de copias pJB3mibR-libR. KmR, GmR, TCR,

Vector de clonacion, ApR.
Vector de clonacion, ApR, KmR.

Plasmido de alto nimero de copias, GmR, ApR.
Plasmido de bajo niimero de copias, TcR, ApR.

Invitrogen, Carlsbad, CA

Simon et al., 1983
Baldani et al., 1987
Jijon-Moreno et al., 2015
Diaz-Zorita 6 Fernandez-
Canigia, 2009

Garcia de Salamone et al.,
1996

Jijon-Moreno et al., 2015
Rariz et al., 2013

Rariz et al., 2013

Rariz et al., 2013

Tarrand et al., 1978
Carrefio-L6pez et al., 2000

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Stratagene, La Jolla,
CA, USA
Invitrogen

Alexeyev et al., 1995
Blatny et al., 1997
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pCR2.1-tyrR

pCR2.1-tyrR::GmR

pSUP202
pSUP-tyrR::GmR

pGEM-T-Easy
pGEM-FAIlibR

pGEM-FBIibR

pGEM-FAMIbR

pGEM-FBmibR

pIMS-Km

pIMS-AlibR::KmR

pIMS-AmibR::KmR

pIMS-AmibR::GmR

pIB3-libR

pJB3mibR-libR

PGEX-4T-1

pGEXGST-libR

PGEXGST-mibR

Derivado de pCR2.1-TOPO, contiene clonado un fragmento
de DNA de 2886 pb que incluye la region codificante de tyrR
de A. brasilense Sp7. ApR, KmR,

Derivado de pCR2.1-tyrR, contiene clonado un gen de
resistencia a gentamicina en la region codificante de tyrR,
ApR KmR, GmR,

Plasmido suicida, ApR, TcR, CmR.

Plasmido suicida derivado de pSUP202, contiene el gen tyrR
de A. brasilense Sp7 interrumpido con un gen de resistencia a
gentamicina, ApR, CmR, GmR,

Vector de clonacion, ApR.

Derivado de pGEM-T-Easy, contiene clonado una fragmento
de 771 pb correspondiente a una regién rio arriba de libR de A.
brasilense Sp7, ApR.

Derivado de pGEM-T-Easy, contiene clonado una fragmento
de 855 pb correspondiente a una regidn rio abajo de libR de A.
brasilense Sp7, ApR.

Derivado de pGEM-T-Easy, contiene clonado una fragmento
de 781 pb correspondiente a una region rio arriba de mibR de
A. brasilense Sp7, ApR.

Derivado de pGEM-T-Easy, contiene clonado una fragmento
de 830 pb correspondiente a una region rio abajo de mibR de
A. brasilense Sp7, ApR.

Plasmido suicida derivado de pSUP202, ApR, TcR, KmR,
Plasmido 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,

Plasmido 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.

Plasmido suicida derivado de pJMS-AmibR::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.

Plasmido de bajo nimero de copias que contiene el gen
silvestre libR de A. brasilense Sp7 incluyendo su promotor.
Este plasmido fue utilizado para la complementacion de la
mutante A. brasilense 2113. TCR, ApR.

Plasmido de bajo nimero de copias que contiene el gen
silvestre mibR y el gen silvestre libR de A. brasilense Sp7
incluyendo su promotor. Este plasmido fue utilizado para la
complementacién de la mutante A. brasilense 2115. TCR, ApR.
Plasmido de expresion de proteinas. ApR

Plasmido de expresion que contiene el gen libR fusionado al
gen gst. Este plasmido fue utilizado para la expresion de LibR
en E. coli BL21. ApR.
Plasmido de expresion que contiene el gen mibR fusionado al
gen gst. Este plasmido fue utilizado para la expresion de MibR
en E. coli BL21. ApR.

Este trabajo

Este trabajo

Simon et al., 1983
Este trabajo

Promega
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Ramirez-Mata et al., 2016

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

GE Healthcare Life
Sciences
Este trabajo

Este trabajo
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6.2.Técnicas de biologia molecular

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo estan listados en la tabla 3.

Tabla 3. Oligonuclettidos utilizados en este trabajo.

Oligonucleotido y
uso

Secuencia5’- 3”

Caracteristicas del amplicon

Referencia

Amplificacion del
RNAr 16S
rRNA-AZOF
rRNA-AZOR

Amplificacion de ipdC

RegR-2F
RiaaC-Stop
Cromatografia de
afinidad a DNA
BIOT-PipdCF
PipdCR

Mutacion de tyrR y
comprobacién
TyrR-F1
TyrR-R1.1
Mutacion de libR y
comprobacién
LuxR-AF

LuxR-AR

LuxR-BF

LuxR-BR

Mutacion de mibR y
comprobacién
MarR-AF

MarR-AR

MarR-BF
MarR-BR

Otros usos
KmR-F7

KmR-R
Clonaciény
expresion de MibR
FmarR

RmarR
Clonaciény
expresion de LibR
FluxR

RIuxR

RT-gPCR
ipdC-RT-F2
ipdC-RT-R

gyrA-RT-F2
gyrA-RT-R2

rhoF2
rhoR2

TGAGAAGGGATGCGCAGGCGG
CCGTGAGAAGGGATGCGCCG

GTCCGAAAGACGCCCATC
TTAGCGGGCCAGCCCGATC

CATGCGGGCATCATTCGAAAGTC
TGTGCGCCGCGATCCTTCAG

AACGGCTTCACCAGCGTCGG
GGATGGGTGCGCCTGGTTCC

ATCCCGGGTACCTTCGCCAAGCTCCAACAGGC
GTCTCGAGATTTTCATCTGGTGGTGCCC
ATAGGCCTATGGCCTTTCCGCAGTCGC
CACCCGGGACTAGTACTGGTCGCTGAACCTTGAC
ATCCCGGGTACCAGGGCTTGCCTTCCTTCTTC
TACTCGAGGGTCAACGTGAAAGCCGTCG

ATAGGCCTGCGCAGCTCATCGACTTCCTG
ATCCCGGGACTAGTGTCGTCGGCGACAAGTATGT

GCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTG
CAGTGACAACGTCGAGCACAGC

ATGAATTCTTGACCGACATCGACCGCCC
ATGTCGACTCAGCCGGCCCGCGAGATGC

ATGAATTCATGAAAATCCTGATCGGAGACGA

ATGTCGACTCAGGCGGAGTGCGACTGCG

ATCCTCAGCGACACAAACTT
TGTCGGCGTAGGTGTGATAG

GTCGGGCATGTCGATGAAG
GGTAGACCTTCAGCTTGTAGAC

GCGGCTCGCTGACCATCATC
GACCAGCAGCTCCTCCTTGC

Amplificacion del gen rRNA 16S de
Azospirillum spp. (1.75 kb)

Amplificacién de ipdC incluyendo
el promotor (1896 pb)

Amplificacion del promotor de ipdC
biotinilado en el 5” (303 pb)

Amplificacion de tyrR incluyendo una
region del extremo 57y 3" (2886 pb)

Amplificacion de una region del extre-
mo 5°de libR (fragmento A, 771 pb)
Amplificacion de una region del extre-
mo 3"de libR (fragmento B, 855 pb)
Amplificacion de una region del extre-

mo 5°de mibR (fragmento A, 781 pb)

Amplificacion de una region del extre-
mo 3’de mibR (fragmento B, 830 pb)

Hibrida en la posicién 758-781 de Km'
Hibrida en la posicién 235-256 de Km'

Amplificacion de la region codificante
de mibR (495 pb)

Amplificacion de la region codificante
de libR (645 pb)

Amplificacién de un fragmento de ipdC
(109 pb)

Amplificacion de un fragmento de gyrA
(116 pb)

Amplificacion de un fragmento de rho
(188 pb)

Jijén-Moreno
etal., 2015

Jijén-Moreno
etal., 2015

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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La purificacion de DNA plasmidico y gendmico, asi como la preparacién y la transformacion de células
guimiocompetentes de E. coli se llevaron a cabo de acuerdo a los protocolos descritos por Sambrook et al.,
2001. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevo a cabo en un volumen de reaccion de 20 pl
que incluyo los siguientes componentes: 1 pl de DNA templado (50 ng), 1 pl de dimetilsulfoxido (5%), 1.6
ul de una mezcla de 5 mM de desoxinucleosidos trifosfato (concentracion final de 0.4 mM de cada uno), 2
ul de buffer de reaccion de PCR 10X, 1.2 ul de una solucion de 50 mM de MgCl; (concentracion final de
3.0 mM), 1 ul de una solucion de 10 uM de oligonucle6tidos (concentracion final de 0.5 uM de cada uno),
0.25 pl de Taq DNA polimerasa recombinante 0 Taq DNA polimerasa platinum (Invitrogen) 5 unidades/pl
(concentracion final de 1.25 U) y 11 ul de agua mili-Q. La PCR se llevd a cabo en un termociclador (Bio-
Rad) siguiendo el siguiente programa: un ciclo de desnaturalizacion a 95°C por 5 min, una segunda etapa
de desnaturalizacién a 95°C por 1 min, 35 ciclos de amplificacion con una etapa de alineamiento por 30 seg
a una temperatura dependiendo del par de oligonucle6tidos utilizados y una etapa de elongacion de 1 min/kb
a 72°C y una etapa de extension final a 72 °C 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 tefiido 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 ligacion se llevaron a cabo utilizando T4 DNA ligasa de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante (Life Technologies). Todos los plasmidos construidos se comprobaron por restriccion y cuando
fue necesario por secuenciacion (Unidad de Sintesis y Secuenciacion de DNA, Instituto de Biotecnologia,

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

6.3.Amplificacion y secuenciacién de ipdC de A. brasilense spp.

La amplificacion de ipdC incluyendo un fragmento de la region rio arriba se llevo a cabo por PCR utilizando
los oligonucledtidos RegR-2F y RiaaC-Stop (tabla 3) y DNA gendémico de cepas de Azospirillum spp.
aisladas de diferentes plantas y regiones geograficas (tabla 2). La PCR y la separacion de los productos de
PCR de cada cepa se llevaron a cabo como se indicé 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 Sintesis y Secuenciacion de DNA del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional

Auténoma de México en donde se realizé la secuenciacion de nucle6tidos.
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6.4.Aislamiento e identificacion de proteinas de unién al promotor de ipdC por cromatografia
de afinidad a DNA

El aislamiento de proteinas de union al promotor de ipdC se llevé a cabo mediante cromatografia 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 continuacion:

Se utilizé como sonda un fragmento de 306 pb que incluyd una region de 256 pb rio arriba del codon de
inicio de ipdC y una region de 50 pb rio abajo del mismo. La sonda se obtuvo mediante amplificacion por
PCR utilizando el oligonucle6tido delantero BIOT-PipdCF el cual se le agregd una molécula de biotina en
el extremo 5  (Integrated DNA Technologies) y el oligonucledtido reverso PipdCR (tabla 3) y DNA
gendmico de A. brasilense Sp7 como templado. El fragmento amplificado se corri6 en un gel de agarosa al
1% y la banda de DNA correspondiente se purificd utilizando el kit Zymoclean Gel DNA Recovery Kit
(Zymo Research). Posteriormente, se mezclaron 200 pl (2 mg) de perlas magnéticas acopladas a
estreptavidina (Dynabeads M-280 Streptavidin, Life Technologies), con 500 pl de buffer de lavado 2x, el
tubo se colocd en un magneto (DynaMag™-Spin, Life Technologies) para separar el sobrenadante de las
perlas. Este proceso de lavado se realiz6 3 veces.

Después de la etapa de lavado, las perlas se mezclaron con 200 pl de buffer de lavado 2x y 20 ug de DNA
sonda biotinilada. La muestra se mantuvo en agitacion constante (50 rpm) utilizando un revolver rotador
de 360° (Labnet revolver™, Labnet international Inc.) durante 1 h a 25 °C seguido por 3 lavados con 500
ul de buffer de lavado 1x y finalmente 3 lavados con 500 ul de buffer TE.

El extracto proteico se obtuvo a partir de un cultivo de A. brasilense Sp7 crecido en 500 ml de medio
minimo con malato como fuente de carbono y triptéfano (100 ug/ml) a 30°C durante 30 h (fase estacionaria,
DOswo = 1.4) a 150 rpm. Las células se empaquetaron por centrifugacion 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 sonicacion. Después de 1 h de incubacion a 37 °C las células se lisaron por sonicacion mantenidas en
hielo con un programa de 5 pulsos por 5 min a 40% de amplitud (el proceso se repitié 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 4°C para separar los restos celulares (este proceso se realizé dos veces). Posteriormente se
cuantificaron las proteinas de la fraccién 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 proteinas/ml.

El complejo promotor ipdC-estreptavidina se lavd 3 veces con 500 pl de buffer de union (buffer de
sonicacion sin lisozima), posteriormente se agregaron 400 pl de buffer de unién complementado con 10 pg

de DNA competidor Poly-dI-dC (&cido poli-desoxiinosinico-desoxicitidilico, Sigma-Aldrich) y 750 pl de
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extracto proteico (9 mg de proteinas), seguido por incubacion a 25 °C por 1 h en agitacién constante en el
revolver agitador de 360°. Este proceso se repitio una vez mas agregando la misma cantidad de Poly-dI-dC
y de extracto proteico (18 mg de proteinas en total). Finalmente el complejo se lavé cuatro veces con 500
ul de buffer de union para eliminar las proteinas de union no especifica.

Las proteinas de unién al promotor de ipdC se eluyeron agregando 150 pl de buffer de elusion, la muestra
se homogeneizo suavemente en Vortex por 5 min, se coloco en el magneto y se separé el sobrenadante, el
cual se guardo a -20°C. El proceso de elusion se repitié aumentando la concentracion de NaCl del buffer de
elusion 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 tefiido con azul de
Coomassie de acuerdo a Schagger (2006), o con nitrato de plata de acuerdo al protocolo descrito por
Chevallet et al., (2006).

6.5. Identificacidn de las proteinas obtenidas por cromatografia 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 Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico
Nacional (LaNSE-CINVESTAV-IPN), en donde realizé la identificacion de las proteinas por MALDI-
TOF-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time-Of-Flight).

6.6. Construccion de la mutante A. brasilense 2116

La mutacién de tyrR se llevo a cabo a través de la insersién de un gen de resistencia a Gm en la region
codificante de tyrR y la mutante se obtuvo por recombinacién homdloga. Para ello se amplific6 por PCR
una region de 2886 pb utilizando DNA genémico de A. brasilense Sp7 como templado y los
oligonucleétidos tyrR-F1 y tyrR-R1.1 (tabla 3). Este fragmento incluy6 la region codificante de tyrR
(AMK58_07015, 1542 pb) y una regién de 1063 pb rio arriba y una region de 281 pb rio abajo de tyrR
relativo al coddn de inicio y al codon de paro, respectivamente. El fragmento se clono en el vector pCR2.1-
TOPO (Invitrogen) obteniendo el plasmido pCR2.1-tyrR. Posteriormente, el plasmido pCR2.1-tyrR se
digirio6 con la enzima Sall, en la region codificante de tyrR (posicion 412-417). En este sitio se insert6 un
gen de resistencia a Gm el cual fue obtenido del plasmido pBSLI42 mediante restriccion con Sall
obteniendo el plasmido pCR2.1-tyrR::GmR. El fragmento tyrR::GmR se amplificé por PCR a partir de
pCR2.1-tyrR::GmR utilizando los oligonucleétidos tyrR-F1 y tyrR-R1.1. El fragmento de PCR con un
tamafio aproximado de 3.75 kb se cloné el sitio ECORV del plasmido suicida pSUP202 (Simon et al., 1983)
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obteniendo el plasmido pSUP-tyrR::GmR el cual fue incorporado en E. coli S17.1 (Apir) por transformacién
guimica.

La mutante A. brasilense 2116 se obtuvo por conjugacién biparental como se indica a continuacién: las
células donadoras de E. coli S17.1, las cuales contenian el plasmido pSUP-tyrR::GmR®, se cultivaron en 5
ml de medio LB* complementado con 30 pg/ml de Gm a 37 °C a 150 rpm hasta alcanzar una DOgoo de 0.8,
mientras que las células receptoras de A. brasilense Sp7 se cultivaron en medio LB™ a 30 °C a 150 rpm hasta
alcanzar una DOsoo de 0.3. Se tom6 1 ml de cada cultivo y se centrifugaron a 8000 rpm por 2 min a
temperatura ambiente, el paquete celular se lavo dos veces con 1 ml de LB". Posteriormente, las células
donadoras y las receptoras se resuspendieron en 50 pl de LB”, se mezclaron y se colocaron en forma de
punto (20 pl en cada punto) sobre una placa de LB”sin antibi6ticos. Después de 24 h de incubacién a 30
°C, las células se resuspendieron en 1 ml de MMAB-M y se empaquetaron por centrifugacion 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 preparé una serie de diluciones (de 10 a 10-%) en un volumen de 100 pl y se sembraron
de manera masiva en placas de MMAB-M complementado con 30 pg/ml de Gm. Después de 48 h de
incubacion a 30 °C las transconjugantes se resembraron en placas de MMAB-M complementadas con 30
pg/ml de Gm con ayuda de palillos de madera estériles y de manera simultanea se sembraron en placas de
MMAB-M complementadas con 15 pg/ml de Tc. Las transconjugantes que fueron GmR y TcS se
consideraron como posibles mutantes. La comprobacion de la mutacién de tyrR se llevo a cabo por PCR y

se muestra en la figura 3.
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A Regulador transcripcional de
la familia FmdB
Regulador transcripcional TyrR
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Figura 3. Estrategia para la construccion de la mutante 2116. A. Mapa fisico de la region del cromosoma de A. brasilense
Sp7 donde se localiza el gen tyrR. B. Mapa fisico del plasmido pSUP-tyrR::GmR construido para la mutacién de tyrR por
recombinacion homdloga. C. Mapa fisico de la region del cromosoma de la mutante A. brasilense 2116 (mutante tyrR). Las
flechas indican los oligonucleétidos utlizados para la comprobacion de la mutacion de tyrR. D. Electroforesis en gel de agarosa
que muestra la comprobacién por PCR de la mutacion de tyrR: carril 1: Marcador de peso molecular de 1kb; carril 2: Producto
de PCR obtenido con los oligonucledtidos tyrR-F1 y tyrR-R1.1 y DNA gendmico de Sp7; Carril 3: producto de PCR obtenido
con los oligonucledtidos tyrR-F1 y tyrR-R1.1 y DNA gendmico de 2116; Carril 4: producto de PCR obtenido con los
oligonucledtidos PrTyrRFSp7 y PrTyrRRSp7 y DNA genémico de Sp7; carril 5: producto de PCR obtenido con los
oligonucledtidos PrTyrRFSp7 y PrTyrRRSp7 y DNA gendémico de 2116; carril 6: PCR (control negativo) con los oligonucleétidos
tyrR-F1 y Rgm3 y DNA gendmico de Sp7; carril 7: producto de PCR obtenido con los oligonucleétidos tyrR-F1 y Rgm3 y DNA
genémico de 2116. Se muestra el tamafio de los productos de PCR en pares de bases. E. Cultivo de A. brasilense Sp7 y A.
brasilense 2116 en medio minimo con alanina como Unica fuente de carbono a las 48 horas de crecimiento. F. Cultivo de A.
brasilense Sp7 y A. brasilense 2116 en placa de medio minimo con alanina como Unica fuente de carbono complementado con
rojo congo a los 5 dias de crecimiento.
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6.7. Construccion de la mutante A. brasilense 2117.

Previo a este trabajo se construy6 una mutante en el gen ipdC mediante la insercién de un casete que incluyé
un gen de resistencia a estreptomicina/espectinomicina (Smf/SpcF), el gen reportero lacZ y un gen de
resistencia a Km, obteniendo la fusién transcripcional cromosémica ipdC::lacZ-km-SmR/SpcR (tabla 2). La
mutante fue nombrada A. brasilense 2112 (Carrefio Lopez et al, 2000). La mutante A. brasilense 2117 es
derivada de la mutante A. brasilense 2112 y se construy6 insertando el plasmido pSUP-tyrR::GmR en A.
brasilense 2112 siguiendo el mismo método de conjugacion biparental descrito anteriormente para la
mutante A. brasilense 2116.

6.8. Construccion de la mutante A. brasilense 2113

Para construir la mutante A. brasilense 2113 se amplific6 por PCR una region de 771 pb (762 pb rio arriba
y 9 pb rio a bajo relativo al codon de inicio de libR [AMK58 RS19435]) el cual se nombr6 fragmento A
utilizando DNA gendmico de A. brasilense Sp7 como templado y los oligonucleétidos luxR-AF y luxR-
AR (tabla 3), los cuales fueron disefiados con un sitio Kpnl y Xhol, respectivamente. Por otra parte se
amplifico una regién de 855 pb (30 pb rio arriba y 825 pb rio a bajo relativo al codén de paro de libR), el
cual se nombré fragmento B utilizando los oligonucleétidos luxR-BF y luxR-BR (tabla 3), los cuales fueron
disefiados con sitios Stul y Spel, respectivamente. El fragmento Ay el fragmento B se clonaron de manera
separada en el plasmido pGEM-T-Easy (Promega) obteniendo los plasmidos pGEM-FAIibR y pGEM-
FBIibR, respectivamente. El fragmento A se liber6 de pGEM-FAIibR con Kpnl y Xhol y se cloné en los
sitios Kpnl-Xhol del plasmido suicida pJMS-Km (Ramirez-Mata et al., 2016) obteniendo el plasmido
pJMS-FAIibR-KmR, Posteriormente, el fragmento B se liberé de pGEM-FBIibR con Stul y Spel y se cloné
en los sitios Stul-Spel de pJMS-FAIibR-KmR obteniendo el plasmido pJMS-AlibR::Km® el cual se
transformé en células quimiocompetentes de E. coli S17.1.

La mutante A. brasilense 2113 se obtuvo a través de un proceso de doble entrecruzamiento por
recombinacion homéloga siguiendo el mismo método de conjugacién biparental descrito anteriormente,
excepto que el medio de cultivo se complementé con 25 pg/ml de Km para la seleccién de las
transconjugantes. La comprobacién de la mutacion de libR se llevé a cabo por PCR y RT-PCR y se muestra

en la figura 4.
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Figura 4. Estrategia para la construccion de la mutante 2113. A. Mapa fisico de la region del plasmido ABSP7_pl de A.
brasilense Sp7 donde se localiza libR. B. Mapa fisico del plasmido suicida pJMS-AlibR::KmR construido para la mutacion de libR
por recombinacion homdloga. C. Mapa fisico de la region del plasmido ABSP7_P1 de la mutante A. brasilense 2113. Las flechas
indican los oligonuclettidos utilizados para la comprobacion de la mutante 2113. D. Electroforesis en gel de agarosa que muestra
la comprobacién de la mutacion de libR: Carril 1: marcador de peso molecular de 1 kb; Carril 2: producto de PCR obtenido con los
oligonucledtidos luxR-AF y luxR-BR y DNA gendmico de la cepa Sp7 (silvestre); carril 3: producto de PCR obtenido con los
oligonucleotidos luxR-AF y luxR-BR y DNA plasmico de E. coli DH5a que contiene el plasmido pJMS-AlibR::Km; carril 4:
producto de PCR obtenido con los oligonucledtidos luxR-AF y luxR-BR y DNA gendmico de 2113; carril 5: producto de PCR
obtenido con los oligonucle6tidos luxR-AF y RluxR y DNA genémico de Sp7; carril 6: producto de PCR obtenido con los
oligonucledtidos luxR-AF y RluxR y DNA plasmico de E. coli DH5a que contiene el plasmido pJMS-AlibR::Km; carril 7: producto
de PCR obtenido con los oligonucledtidos FluxR y RIuxR y DNA genémico de 2113; carril 8: producto de PCR obtenido con los
oligonucleotidos luxR-AF y Kmr-R y DNA plasmico de E. coli DH5a que contiene el plasmido pJMS-AlibR::Km; carril 9: producto
de PCR obtenido con los oligonucle6tidos luxR-AF y Kmr-R y DNA genémico de 2113; carril 10: producto de PCR obtenido con
los oligonucleétidos Kmr-F7 y luxR-BR y DNA plasmico de E. coli DH5a que contiene el plasmido pJMS-AlibR::Km; carril 11:
producto de PCR obtenido con los oligonucleétidos Kmr-F7 y luxR-BR y DNA gendmico de la cepa 2113; carril 12: producto de
PCR obtenido con los oligonucledtidos FluxR y RIuxR y DNA gendmico de Sp7; carril 13: PCR realizado con los oligonucle6tidos
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FluxR y RluxR y DNA genémico de la cepa 2113 (comprobacién de la ausencia de libR); Carril 14: marcador de peso molecular
de 1 kb. El tamafio de los productos de PCR esta indicado en pares de bases. E. Comprobacién de la mutacion de libR por RT-
PCR. EI RNA fue extraido de células crecidas hasta la fase estacionaria (24 h de crecimiento) en medio minimo con malato sin la
adicion de triptéfano. 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 oligonucleétidos FluxR y RIuxR. En la parte inferior de la figura se muestra el corrimiento de los productos de
amplificacion del gen gyrA, el cual fue utilizado como normalizador. En todos los carriles se cargé el mismo volumen de la mezcla
de reaccion de PCR (5 ul). F. Cultivo en placa de 4 dias de crecimiento de la cepa Sp7, 2113 Y 2113-libR* en MMAB con malato
complementado con rojo congo.

6.9. Construccion de la mutante A. brasilense 2114

Para construir la mutante A. brasilense 2114 se amplificd por PCR una regién de 781 pb (775 pb rio arriba
y 6 pb rio a bajo relativo al coddn de inicio de mibR [AMK58_RS00175]) el cual se nombro fragmento A
utilizando DNA genomico de A. brasilense Sp7 como templado y los oligonucle6tidos marR-AF y marR-
AR (tabla 3), los cuales fueron disefiados con un sitio Kpnl y Xhol, respectivamente. Por otra parte se
amplifico una region de 830 pb (45 pb rio arriba y 785 pb rio abajo relativo al codon de paro de mibR), el
cual se nombré fragmento B utilizando los oligonucledtidos marR-BF y marR-BR (tabla 3), los cuales
fueron disefiados con sitios Stul y Spel, respectivamente. El fragmento A y el fragmento B se clonaron de
manera separada en el plasmido pGEM-T-Easy obteniendo los plasmidos pGEM-FAmibR y pGEM-
FBmIbR, respectivamente. El fragmento A se liberé de pPGEM-FAmIbR con Kpnl 'y Xhol y se clond en los
sitios Kpnl-Xhol del plasmido suicida pJMS-Km obteniendo el plasmido pIJMS-FAmMibR-KmR,
Posteriormente, el fragmento B se liber6 de pGEM-FBmIbR con Stul y Spel y se clon6 en los sitios Stul-
Spel de pJMS-FAmarR-KmR obteniendo el plasmido pJMS-AmibR::KmR. La mutante A. brasilense 2114
se obtuvo a través de un proceso de doble entrecruzamiento por recombinacion homoéloga siguiendo el
mismo método de conjugacién biparental descrito anteriormente. La comprobacion de la mutacion de mibR

se llevo a cabo por PCR y por RT-PCR y se muestra en la figura 5.
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Figura 5. Estrategia para la construccion de la mutante 2114. A. Mapa fisico de la region del cromosoma de A. brasilense Sp7
donde se localiza mibR. B. Mapa fisico del plasmido suicida pJMS-AmibR::KmR construido para mutacién de marR por
recombinaciéon homéloga. C. Mapa fisico de la region del cromosoma de la mutante A. brasilense 2114. Las flechas indican los
oligonucledtidos utilizados para la comprobacion de la mutante 2114. D. Electroforesis en gel de agarosa que muestra la
comprobacidn de la mutacién de marR: Carril 1: marcador de peso molecular de 1 kb; Carril 2: producto de PCR obtenido con los
oligonucleétidos marR-AF y marR-BR y DNA genémico de la cepa Sp7 (silvestre); carril 3: producto de PCR obtenido con los
oligonucledtidos marR-AF y marR-BR y DNA genomico de la cepa 2114; carril 4: producto de PCR obtenido con los
oligonucleotidos marR-AF y RmarR y DNA genémico de la cepa Sp7; carril 5: producto de PCR obtenido con los oligonucledtidos
marR-AF y RmarR y DNA genémico de la cepa 2114; carril 6: producto de PCR obtenido con los oligonucleétidos marR-AF y
Kmr-R y DNA genémico de la cepa 2114; carril 7: producto de PCR obtenido con los oligonucle6tidos Kmr-F7 y marR-BR y DNA
gendmico de la cepa 2114. El tamafio de los productos de PCR esta indicado en pares de bases. E. Comprobacién de la mutacion
de mibR por RT-PCR. EI RNA fue extraido de células crecidas hasta la fase estacionaria (24 h de crecimiento) en medio minimo
con malato sin la adicion de triptdfano. 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 oligonucledtidos FmarR y RmarR. En la parte inferior de la figura se muestra el corrimiento de los
productos de amplificacion del gen gyrA, el cual fue utilizado como normalizador. En todos los carriles se cargé el mismo volumen
de la mezcla de reaccion de PCR (5 pl).
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6.10. Construccién de la doble mutante A. brasilense 2115

Para obtener la doble mutante A. brasilense 2115, el gen de resistencia a Km del plasmido pJMS-
AmibR::KmR fue eliminado mediante restriccién con Xbal y en su lugar se insert6 un gen de resistencia a
Gm obtenido del plasmido pBSL142 (Alexeyev et al., 1995) mediante restriccion con Xbal, obteniendo el
plasmido pJMS-AmibR::GmR, el cual se transformé en células quimiocompetentes de E. coli S17.1. A.
brasilense 2113 se conjugé con E. coli S17.1 la cual contenia el plasmido pJMS-AmibR::GmR siguiendo el
mismo método de conjugacion biparental descrito anteriormente. Las transconjugantes se seleccionaron en
placas de MMAB con malato complementadas con 30 ug/ml de Gm y 25 pug/ml de Km. La comprobacién
de la mutante obtenida, nombrada A. brasilense 2115, se llevo a cabo por PCR de la misma forma que se
realiz6 para las mutantes 2113 y 2114 (no mostrado).

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

La mutante A. brasilense 2113 se complement6 en trans con el plasmido de bajo nimero de copias
pJB3libR. Para ello, la regidn codificante de gen libR incluyendo una region de 762 pb rio arriba del codén
de inicio se amplificé por PCR utilizando DNA genémico de A. brasilense Sp7 como templado y los
oligonucleétidos luxR-AF y RIuxR (tabla 3). El producto de PCR (1407 pb) se cloné en el plasmido pGEM-
T-Easy obteniendo el plasmido pGEM-IibRSp7. libR (incluyendo el probable promotor) se liber6 de
pGEM-libRSp7 con EcoRI y se clond en el mismo sitio del plasmido pJB3TC20 (Blatny et al., 1997)
obteniendo el plasmido pJB3IlibR el cual se transformd en células quimiocompetentes de E. coli DH5a y E.
coli S17.1. pJB3lIibR se transfirid por conjugacion a la mutante A. brasilense 2113 siguiendo el mismo
método de conjugacion biparental descrito anteriormente. Las transconjugantes se seleccionaron en placas
de MMAB con malato complementadas con 15 pg/ml de Tc y 25 ug/ml de Km. La comprobacion de la
cepa complementada, nombrada A. brasilense 2113-libR* se Ilevo a cabo por PCR (no mostrado).

Por otro lado, la doble mutante A. brasilense 2115 se complementé en trans con el plasmido pJB3mibR-
libR. Para ello, la region codificante de gen mibR incluyendo una region de 775 pb rio arriba del codon de
inicio se amplifico por PCR utilizando DNA gendmico de A. brasilense Sp7 como templado y los
oligonucledtidos marR-AF y RmarR (tabla 3). El producto de PCR (1270 pb) se clond en el plasmido
pGEM-T Easy obteniendo el plasmido pGEM-mibRSp7. mibR (incluyendo el probable promotor) se liber6
de pGEM-mibRSp7 con EcoRlI y se clond en el mismo sitio del plasmido pBSL142. De esta forma, el gen
de resistencia a Gm de pBSL142 quedo6 reemplazado por mibR generando el plasmido pBSL-mibRSp7.

Posteriormente, mibR se liber6 de pBSL-mibRSp7 con Hindlll-Xbal y se clond en los mismos sitios del
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plasmido pJB3libR generando el plasmido pJB3mibR-libR el cual se transform6é en células
guimiocompetentes de E. coli DH5a y E. coli S17.1. pJB3mibR-libR se transfirid por conjugacién a la
mutante A. brasilense 2115 siguiendo el mismo método de conjugacion biparental descrito anteriormente.
Las transconjugantes se seleccionaron en placas de MMAB con malato complementadas con 15 pg/ml de
Tc, 25 pg/ml de Km y 30 pg/ml de Gm. La comprobacién de la cepa complementada, nombrada A.

brasilense 2115-mibR*libR* se llevo a cabo por PCR (no mostrado).

6.12. Aislamiento del RNA y eliminacién del DNA genémico

Los reactivos y soluciones utilizadas para el aislamiento del RNA se muestran en la tabla C3. La técnica
consistid 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 °C y 150 rpm hasta la fase exponencial
tardia (DOsoo de 1.0 a 1.1). Este cultivo fue utilizado para inocular 20 ml de MMAB con malato a una DOgoo
inicial de 0.01. Los cultivos se incubaron a 30 °C y 150 rpm por 24 h (DOeggo de 1.3). 2 ml de cada cultivo
se centrifugaron a 8000 rpm por 2 min y cada paquete celular se lavé dos veces con buffer TE.
Posteriormente, cada paquete celular fue resuspendido en 400 pl de buffer TE, 400 ul de buffer de lisis
(bromuro de cetiltrimetilamonio [CTAB] 2% y de NaCl 2 M) y 50 pl de una solucion de SDS al 10% y se
incubaron por 5 min a temperatura ambiente para lisar las células. Posteriormente, se agregaron 150 ul de
fenol saturado con buffer de Tris (Tris 0.1 M, pH 8.0) y 300 pl de una solucién de cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1 [vol/vol]). Los tubos se centrifugaron a 10000 rpm por 10 min y cada sobrenadante se lavo
3 veces con 300 ul de cloroformo/alcohol isoamilico. EI RNA de cada cepa se precipitd con 2 volimenes
de etanol absoluto por 20 min a temperatura ambiente. Los tubos se centrifugaron a 10000 rpm por 10 min
y el RNA purificado se lavo tres veces con 1 ml de etanol al 70% y se resuspendi6 en 100 ul de agua miliQ
tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) al 0.1% estéril. La concentracion del RNA se cuantifico midiendo
la absorbancia a una DO de 260 nm en un espectrofotometro Eon Microplate (BioTek) equipado con una
placa microvolumétrica Take3 (BioTek). La calidad del RNA se determind analizando la relacion de la
DO260/DO2s0 (un valor entre 1.8-2.0 se consider6 aceptable) y la integridad del mismo se analizé mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.

Inmediatamente después de la extraccion del RNA, se elimin6 el DNA gendémico de cada muestra de RNA
utilizando el kit comercial TURBO DNA-free Kit (Ambion, Life technologies). El procedimiento consistio
en preparar una mezcla de reaccion de 50 ul que incluyé los siguientes componentes: 8 pug de RNA, 5 pl
de buffer de la DNasa TURBO 10X, 2 unidades de DNasa TURBO y agua libre de nucleasas. Las mezclas

de reaccion se incubaron por 30 min a 37 °C. Posteriormente, se agregaron 5 pl de reactivo de inactivacion
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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 contenian el RNA, se separaron del reactivo de inactivacién de la
DNasa. La concentracion de cada muestra de RNA se volvi6 a cuantificar como se indicé anteriormente y
la integridad del mismo se verificd por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Para corroborar la
eliminacion del DNA gendmico, se realiz6 la PCR utilizando 200 ng de RNA como templado 200 ng de
DNA gendmico como control positivo y los oligonucledtidos 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 indic6 que el DNA gendmico se elimind en su totalidad de las
muestras de RNA.

6.13. Sintesis del cDNA

Inmediatamente después de la eliminacion del DNA gendmico de las muestras de RNA, se llevo a cabo la
sintesis del DNA complementario (cDNA) utilizando el kit comercial Maxima First Strand cDNA Synthesis
Kit for RT-qPCR (Thermofisher Scientific). El procedimiento consistié en preparar una mezcla de reaccion
de 25 ul que incluyd6 los siguientes componentes: 2 ug de RNA, 4 ul de la mezcla de reaccién 5X (cuyos
componentes incluyen el bufer de reaccién, dNTPs y oligonucleétidos aleatorios), 2 ul de transcriptasa
reversa (Maxima Enzyme Mix) y agua libre de nucleasas. La mezcla de reaccion se incubd a 25 °C por 30
min, 50 °C por 30 min, 65 °C por 30 min y finalmente a 85 °C por 5 min para inactivar la transcriptasa
reversa. La concentracion del cDNA de cada cepa se cuantificd midiendo la absorbancia a una DO de 260
nm en un espectrofotdmetro Eon Microplate (BioTek) equipado con una placa microvolumétrica Take3
(BioTek).

6.14. Andlisis de la eficiencia de amplificacion de los oligonucle6tidos utilizados para la RT-
gPCR
La eficiencia de amplificacién de cada par de oligonucleétidos se analiz6 con el método de curva estandar
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-gPCR) se utilizd el kit comercial Maxima SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific). Se utilizaron los siguientes oligonucle6tidos:
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 reaccion por triplicado con un volumen final de 20 ul cada una

que incluy6 los siguientes componentes: 10 ul de Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X),
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(cuyos componentes incluyen SYBR Green, dNTPs, Taq DNA polimerasa Maxima Hot Start, MgCl, y
buffer de PCR), 0.6 ul de cada oligonucleétido preparado a una concentracion de 10 pmoles/ul
(concentracion final de 300 mM de cada uno), 2 ul de cDNA preparado a una concentracion de 400, 40, 4
y 0.4 ng/ul (concentracion final de 40, 4, 0.4y 0.04 ng/ul) y 6.8 ul de agua libre de nucleasas. La gPCR se
realizé en un termociclador StepOnePlus (Applied Biosystem) siguiendo el siguiente programa térmico:
95 °C por 10 min, seguido de 40 ciclos a 95 °C por 15 seg y 60 °C por 1 min, seguido de una etapa de curva

de disociacion (melt curve stage) a 95 °C por 1 min, 60 °C por 1 miny 95 °C por 1 min.

6.15. PCR cuantitativa en tiempo real

La cuantificacion de la expresion de ipdC se llevo a cabo por RT-qPCR utilizando el kit comercial Maxima
SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific). Se prepararon mezclas de reaccion por
triplicado con un volumen final de 20 ul cada una que incluyd los siguientes componentes: 10 pl de Maxima
SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X), (cuyos componentes incluyen SYBR Green, dNTPs, Taq DNA
polimerasa Maxima Hot Start, MgCl, y buffer de PCR), 0.6 ul de cada oligonucleétido preparado a una
concentracion de 10 pmoles/pl (concentracion final de 300 mM de cada uno), 2 pl de cDNA preparado a
una concentracion de 100 ng/ul (concentracién final de 10 ng/ul) y 6.8 pl de agua libre de nucleasas. Para
cada par de oligonucle6tidos se incluyeron reacciones de PCR sin templado o con 200 ng/ul de RNA no
tratado con transcriptasa reversa como controles negativos. La cuantificacion de la expresion de ipdC se
Ilevé a cabo mediante el método comparativo Cr (224€T) en el que los genes gyrA 'y rho se utilizaron como
genes de referencia. La RT-gPCR se realiz6 en un termociclador StepOnePlus (Applied Biosystem)
siguiendo el siguiente programa térmico: 95 °C por 10 min, 40 ciclos a 95 °C por 15 seg y 60 °C por 1 min,
una etapa de curva de disociacion (melt curve stage) a 95 °C por 1 min, 60 °C por 1 min y 95 °C 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 realiz6 tres veces, cada uno con muestras bioldgicas
obtenidas de ensayos independientes. En la figura complementaria C12 se muestran las graficas de

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

6.16. Actividad enzimatica de la p-galactosidasa

El ensayo de la actividad enzimética de la B-galactosidasa se llevé a cabo de acuerdo a Miller (1972) con
algunas modificaciones. Los reactivos y soluciones se muestran en la tabla complementaria C4. El ensayo

consistio 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 °C por 18 h a 150 rpm. Posteriormente se tomaron alicuotas de cada
precultivo y se inocularon de manera separada en 20 ml de MMAB con malato complementado con 100
pg/ml de triptéfano contenido en matraces de 120 ml de capacidad hasta obtener una DOggo de 0.01. Los
matraces se incubaron a 30 °C a 150 rpm y se tom6 una muestra de 2 ml de cada cultivo a las 12, 16, 20,
24y 28 h de crecimiento. 1 ml de cada muestra de cultivo se utilizé para medir el crecimiento bacteriano
por espectrofotometria a una DO de 600 nm. Por otro lado, 1 ml de cada muestra de cultivo se centrifugd a
8000 rpm por 2 min, se descartd el sobrenadante y el paquete celular se resuspendi6 en 1 ml de buffer Z.
Las células se permeabilizaron con 50 pl de cloroformo y 50 pl de SDS al 0.1% a 30 °C por 30 min.
Posteriormente se agregaron 100 pl de solucion sustrato (orto-nitrofenil-B-D-galactopiranésido, 8 mg/ml),
las muestras se incubaron a 30 °C por 30 min hasta que la solucidn se torn6 de color amarillo (tiempo de
reaccion). Para detener la reaccion enzimatica se agregaron 200 ul de solucién de paro (Na2,CO3z 1M), las
muestras se centrifugaron a 10000 rpm por 5 min. Se midi6 en el sobrenadante a una DO de 420 nm. La
actividad especifica se calculé en unidades Miller (UM) utilizando la formula: (1000 x DOaz0)/(tiempo de

reaccion en min x DOegoo). El ensayo se realizo tres veces de manera independiente.

6.17. Cuantificacion de la produccion de AIA

La cuantificacion de AlA se llevo a cabo con el método descrito por Szkop & Bielawski (2013) y Carrefio-
Lopez et al. (2000). La técnica consistio en preparar un precultivo de cada cepa de A. brasilense en 5 ml de
MMAB con malato como fuente de carbono a 30 °C por 18 h a 150 rpm. Posteriormente se tomaron
alicuotas de cada precultivo y se inocularon de manera separada en 20 ml de MMAB-M complementado
con 100 pg/ml de triptéfano contenido en matraces de 120 ml de capacidad hasta obtener una DOggo de
0.01. Los matraces se incubaron a 30 °C a 150 rpm y se tom6 una muestra de 1 ml de cada cultivo. Las
muestras se centrifugaron a 10000 rpm por 10 min y el sobrenadante se pas6 por un filtro con tamafio de
poro de 0.22 pm (Millipore). Para la separacion por HPLC se inyectaron alicuotas de 20 ul en un
cromatografo de liquidos (Beckman Gold Liquid) con una columna C-18 de fase reversa con un diametro
interno de 4.6 mm y un tamafio de particula de 5 um. Las fracciones fueron eluidas con una fase movil
isocrética, la cual consistio de acetonitrilo (reactivo A) y acido acético al 1% (reactivo B) en una relacion
40:60 vl/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 (Carrefio-L6pez et al., 2000). Los ensayos se realizaron por triplicado y la concentracion
de AIA se calcul6 de acuerdo a una curva patrén que se realizo a partir de AIA (Sigma catalogo no. 87-51-
4) y se normaliz6 cuantificando las proteinas totales del cultivo bacteriano con el método de Bradford de

acuerdo a las especificaciones del fabricante (Bio-Rad).
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6.18. Analisis bioinformaticos

Los alineamientos se llevaron a cabo en el servidor Clustal Omega (Sievers et al., 2011). Los residuos
conservados de nuclettidos y de aminoécidos se resaltaron con el servidor Multiple Align Show
(http://www.bioinformatics.org/sms/index.html). La busqueda de secuencias homologas de nucleétidos o
aminodcidos se llevo a cabo en Blast (Altschul et al., 1997) y en GenBank (Benson et al., 2005). La
prediccion de estructuras secundarias y terciarias se realizé con el servidor Phyre? (Kelley et al, 2015) y
la prediccion de los dominios protéicos se realiz con el servidor SMART (Schultz et al., 1998). Los
arboles filogenéticos se construyeron con el programa MEGA version 5.0 (Tamura et al., 2011). La
busqueda de sitios de union a factores de transcripcion se llevo a cabo en en el servidor Virtual Footprint
de la base de datos PRODORIC (Miinch et al., 2005).

6.19. Andlisis estadistico

La siginificancia estadistica de los datos se determin¢ utilizando una prueba t de student desapareada
utlizando el programa estadistico SigmaPlot versién 14.0.

6.20. Clonacion y expresion de LibR y MibR

Para la expresion de LibR, la region codificante de libR (645 pb) se amplificd con los oligonucle6tidos
FluxR y RIuxR (tabla 3), los cuales fueron disefiados con sitios EcoRI y Sall, respectivamente y DNA de
A. brasilense Sp7 como templado. El producto de PCR se cloné en los sitios EcoRI-Sall del plasmido de
expresion pGEX-4T-1 (GE Health Care Life Sciences) generando el plasmido pGEXGST-libR. En
pGEXGST-libR, libR qued6 fusionado al gen que codifica para la proteina glutation S-transferasa (GST),
de tal manera que se genera una proteina hibrida GST-LibR, con GST unida al extremo amino terminal de
LibR. Por otro lado, para la expresion de MibR, la region codificante de mibR (495 pb) se amplificé con
los oligonucledtidos FmarR y RmarR (tabla 3), los cuales fueron disefiados con sitios EcoRI y Sall,
respectivamente y DNA de A. brasilense Sp7 como templado. La clonacién se realiz6 de manera similar
que libR generando el plasmido pGEXGST-mibR. El mapa fisico de los plasmidos pGEXGST-libR y
PGEXGST-mibR se muestra en la figura complementaria C13. pGEXGST-mibR, mibR qued6 fusionado a
gst, de tal manera que se genera una proteina hibrida GST-MibR, con GST unida al extremo amino terminal
de MibR. pGEXGST-libR y pGEXGST-mibR se transfirieron de manera separada a células
guimiocompetentes de E. coli BL21 generando las cepas E. coli BL21-libR o E. coli BL21-mibR,
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respectivamente. Se preprar6 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 ug/ml de
ampiclina y se incubaron a 37 °C a 150 rpm por 18 horas. Posteriormente se tomaron 250 ul de cada
precultivo y se inocularon en matraces con 25 ml de LB (dilucion 1:1000) complementado con 100 pg/mi
de ampicilina y se incubaron a 37°C a 150 rpm hasta obtener una DOggo = 0.5. Para inducir la expresion de
pGEXGST-libR o de pGEXGST-mibR, se agregd isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) a cada
matraz a una concentracion de 0.1 mM y se incubaron a 22°C a 150 rpm por 3 horas més. Para cada cepa
se prepardé un matraz como control el cual no fue tratado con IPTG (no inducido). Los cultivos se
centrifugaron en alicuotas de 10 ml a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C. Los paquetes celulares se
almacenaron a -80°C 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
celulas se lisaron por sonicacién mantenidas en hielo con un programa de 10 pulsos por 30 segundos a 40%
de amplitud (el proceso se repitid 3 veces con intervalos de 5 min). Las células lisadas se centrifugaron a
10000 rpm durante 1 h a 4°C para separar los restos celulares (este proceso se realizd dos veces). Las
proteinas de la fraccion soluble se cuantificaron con el método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay Kit) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante utilizando como referencia albdmina de suero bovino (ROCHE).
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7. RESULTADOS

7.1. Analisis 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) esta 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 direccion
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). EI promotor de
ipdC esta localizado en la regidn intergénica entre gltX e ipdC y ha sido estudiado en A. brasilense Sp245
(Vande Broek et al., 2005, Rothballer et al., 2005). La regién 5°rio arriba de ipdC de la cepa Sp245 se
localizaron varios elementos en cis que son importantes para la expresion del gen, entre ellos, un elemento
de respuesta a auxinas (AuxRE), un probable sitio de unién para el factor sigma RpoN (c°*), una repeticion
invertida de 8 pb separada por una secuencia de 4 pb (ATTGTTTC(GAAT)GAAACAAT), dos secuencias
palindromes, un probable sitio de unién a ribosoma, asi como el sitio de inicio de la transcripcion
(Rothballer et al., 2005, Lambrecht et al., 1999, Vande Broek et al., 2005). A excepcion de las dos
secuencias palindromes, todos los deméas elementos en cis estdn conservados en el promotor de A.

brasilense Sp7 (figura 6).

AMKGS8_RS11565

—

AMK58_RS11560 (ipdC)

AMKS58_RS11555 (gltX)

gltX
<—

gacggacatgcgggcatcattcgaaagtcgggacagggcggcagtcgtagcacgeccgegegce
V S M
cggtccgaaagacgcccatcaggcgceccgecggggtcectatecgegttecggegeccgatecgetete
Repeticion invertida
ccacccctccacaatttccggcgcatatggattgtttcgaatgaaacaattcttgcgcggag
Probable caja ¢* AuxRE +Vl

ggagagcggccatgaagectggccgaagccttgectgegegecgetgaaggatcgecggegcacag
L A E A L L R A L K D R G A Q

M K
ijpdlc —»

Figura 6. Region del extremo 5™ de ipdC de A. brasilense Sp7. La repeticidn invertida esta indicada con dos flechas opuestas, el
probable sitio de unién para el factor o> esté indicado con un rectangulo, mientras que el elemento de respuesta a auxinas (AuxRE)
esta subrayado con una linea discontinua, el probable sitio de inicio de la transcripcion (nucleétido +1) estd indicado con un
triangulo invertido. Se indica el inicio de la regién codificante de gltX y de ipdC con sus respectivos aminoécidos.
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La comparacion de la secuencia de la region 5”de ipdC de la cepa Sp7 con el de la cepa Sp245, mostré que
esta Ultima contiene una regién de 150 pb que no esta presente en la cepa Sp7 (Rothballer et al., 2005). Esta
misma diferencia se observo en la region 5°de ipdC de A. brasilense SM (Malhotra & Srivastava, 2008).
Tomando como referencia este antecedente, en este trabajo se llevo a cabo el analisis de la secuencia de
ipdC incluyendo la regidn del extremo 5” de diversas cepas de A. brasilense aisladas de diferentes plantas
y sitios geogréficos (tabla 2), esto con el fin de saber si existe variabilidad en la secuencia de nucleédtidos y
si esta variabilidad podria tener una relaciéon directa con la produccién de AlA. Estas cepas fueron
identificadas previamente por métodos fisioldgicos y bioquimicos (Mascarua-Esparza et al., 1988, Diaz-
Zorita y Fernandez-Canigia 2009, Di Salvo et al., 2014, Garcia de Salamone et al., 1996, Pedraza et al.,
2007, Rariz et al., 2013), sin embargo, se considerd necesario llevar a cabo la identificacion a través de la
amplificacion por PCR y la secuenciacion del gen RNAr 16S. Para ello, se disefiaron los oligonucleétidos
rRNA-AzoF y rRNA-AZzoR (tabla 3) para amplificar la secuencia completa del gen RNAr 16S especifico
de Azospirillum spp. El oligonucledtido rRNA-AzoF hibrida en una region conservada localizada a ~170
pb rio arriba del RNAr 16S, mientras que el oligonucle6tido rRNA-AzoR hibrida en una region conservada
localizada a ~60 pb rio abajo del mismo. Un alineamiento multiple de secuencias del gen RNAr 16S de
Azospirillum spp. y de bacterias filogenéticamente relacionadas mostré que estas dos regiones sélo 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 observé ningun 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 secuencid y la secuencia de nucleotidos obtenida de cada cepa se analizo en el
servidor bioinformatico BLAST. La secuencia del RNAr 16S de cada cepa se deposito en el GenBank (el
nimero 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 nucleotidos del RNAr 16S de bacterias

disponibles en el GenBank (tabla 4).

Figura 7. Amplificacion por PCR del gen RNAr 16S de Azospirillum spp. La PCR se realiz6 con los oligonucleétidos rRNA-
AzoF y rRNA-AzoR y DNA gendmico de las cepas de Azospirillum spp. indicadas en la parte superior de cada carril y como
controles negativos DNA genémico de Sphingomonas sp. y E. coli. MPM, marcador de peso molecular de 1 kb.
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El arbol filogenético construido a partir de la secuencia del RNAr 16S mostr6é que las cepas estdn muy
emparentadas entre si y mostraron una estrecha relacion taxondmica con bacterias del género
Rhodospirillum spp. y Magnetospirillum spp. (figura 8).

Tabla 4. Identificacion de cepas de Azospirillum spp. basado en la secuencia de nucleotidos del gen RNAr

16S.
Cepa Nombre de la cepa No. de No. de acceso del Bacteria mas Identidad de la
nocledtidos  gen RNAr 16S en relacionada de secuencia (%) del gen
secuenciados GenBank acuerdo al analisis en rRNA 16S con la
del gen rRNA Blastn bacteria mas
16S relacionada
M-1 A brasilense M-1 1473 KP676398 A. brasilense Az39 99%
_ (CP007793.1)
C15 A brasilense C15 1473 KP676402 A. brasilense Sp7 99%
_ (CP012914.1)
40M A brasilense 40M 1473 KP676405 A. brasilense Sp7 99%
_ (CP012914.1)
42M A brasilense 42M 1473 KP676404 A. brasilense Sp7 99%
_ (CP012914.1)
15-2B A brasilense 15-2B 1475 KP676403 A. brasilense Az39 99%
_ (CP007793.1)
5 A. lipoferum 5 1472 KP676401 A. lipoferum 4B 98%
_ (FQ311868.1)
45 A. lipoferum 45 1471 KP676400 A. lipoferum 98%
DSM 1691
(NR117481.1)
64 A. lipoferum 64 1472 KP676399 A. lipoferum 4B 97%
(FQ311868.1)
91 Azospirillum brasilense Sp’-ﬁ (HES77328)
Azospirillum brasilense Az39 (CP007793.1)
AAzospirillum brasilense M-1
00 AAzospirillum brasilense C-15
,—L pirillum brasilense 40M
A Azospirillum brasilense 42M
100 |—A,meu rillum brasilense 15-2B
Azospirillum lipoferum 4B (FQ311871.1)
> 9% Az (I\[)II‘I”IH" sp.B510 (AP010951.1)
= AAzospirillum lipoferum 45
6 AAzospirillum lipoferum 64
%9 Li_uxlm illum lipoferum 5
illum centenum SW (NR _074105.1)
100 ———— [)uhlum\pu illum sp. DB (AY530551.1)
\———— Magnetospirillum sp. pMbN1(FQ790395.1)
100_———— A Sphingomonas b%’l
i \———— Sphingomonas sp. MM-1 (NC_020561.1)
e Caulobacter segnis ATCC 21756 (NC 014100.1)
o ) 100 Mesorhizobium loti MAFF303099 (NR 074162.1)
99 6 Rhl:ohmm etli CFN 42 (NC_007761.1)
Azorhizobium caulinodans ORS 57] (\JR 074185.1)
Bosea minatitlanensis AMX51 16S (NR 028787.1)
o — 00 Blud\r/u:nhnun japonicum USDA 110 (NC_004463.1)
palustris CGA 009 (NC_005296.1)
thAellsla typhi TH1527 (NC_017066.1)
— 100_———— Enterobacter cloacae subsp cloacae NCTC 9394 (NC 0’104{) 1)
L—— Thioalkalivibrio sulfidophilus HL-EbGR7 (NR_074692.1)
100_——— Eubacterium siraeum V10Sc8a (NC 021043.1)
L—— Ruminococcus champanellensis 18PT3 (NC_021039.1)
Streptomyces coelicolor A3(2) (NC_003888.3)
Chthonomonas calidirosea T49 (NC 021487.1)
20

Figura 8. Arbol filogenético basado en la secuencia del gen RNAr 16S de Azospirillum spp. Las cepas marcadas con un
triangulo negro son aquellas cuya secuencia del RNAr 16S (1471-1475 pb) se obtuvo en este trabajo. Las secuencias de nucleétidos
del gen RNAr 16S de bacterias utilizadas como referencia fueron obtenidas del GenBank (el nimero de acceso se muestra en
paréntesis). El arbol filogenético se construy6 con el algoritmo neighbor-joining utilizando el programa MEGA 5.0 con un valor
bootstrap de 1000 réplicas. Los nimeros en las ramas del filograma indican los valores de bootstrap mayores al 50%. La barra de
escala corresponde a 2.0 sustituciones por posicion de nucledtido.
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7.2.Analisis de la variabilidad de la region del extremo 5" de ipdC de A. brasilense spp.

Como se indic6 anteriormente, uno de los objetivos de este trabajo fue analizar si existe variabilidad tanto
en laregion codificante de ipdC como en la region del extremo 5 de Azospirillum spp. aisladas de diferentes
plantas y sitios geograficos (tabla 2). Para ello, se llevé a cabo la amplificacion por PCR de ipdC utilizando
los oligonucledtidos RegR-2F y RiaaC-Stop (tabla 3) y DNA gendmico de cepas de Azospirillum spp.
identificadas previamente (tabla 4). La posicion del sitio de hibridacion de ambos oligonucleétidos varia
entre cepas de A. brasilense, por ejemplo, en la cepa Sp245, el oligonucle6tido RegR-2F hibrida en una
region localizada a 328 pb rio arriba de ipdC, mientras que en la cepa Sp7, el sitio de hibridacién se localiza
a 178 pb rio arriba del mismo. Esta diferencia se debe a la presencia del fragmento de 150 pb en la region
5 de ipdC de la cepa Sp245 misma que no esta presente en la cepa Sp7 como se indico anteriormente. De
igual forma, la localizacién del sitio de hibridacion del oligonucleétido RiaaC-Stop varia 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 Ultima solo esta presente un fragmento de la regién 3
de iaaC (Malhotra & Srivastava, 2008). Debido a esta diferencia entre cepas de A. brasilense, se obtuvieron
dos grupos de amplicones; el grupo | de 2.75 kb (tomando como referencia la cepa Sp245) y el grupo Il 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 |, mientras que las cepas Sp7, 15-2B, 42M y C15 pertenecen al
grupo Il (no mostrado). En las cepas de A. lipoferum 5, 45 y 64 no se obtuvo ningln amplicon aun utilizando
varios pares de oligonucleétidos. Por ello, la busqueda de ipdC en estas cepas se realiz6 mediante Southern
Blot utilizando la region codificante de ipdC de la cepa Sp7 como sonda, sin embargo, no se obtuvo ninguna
sefial de hibridacién (no mostrado), lo cual indica que ipdC no esta 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 secuencid y la
secuencia de nucledtidos se depositd en el GenBank (nimero 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
USADB5a]). En la region 5°de ipdC se observaron dos aplotipos, el aplotipo | que contiene una regién de 150
pb como la cepa Sp245 y el aplotipo I, el cual carece de dicha regién como la cepa Sp7 (figura 9). Las
cepas pertenecientes al aplotipo | poseen dos secuencias palindromes (1y 1l en la figura 9) muy conservadas
(100% de identidad). Tanto las cepas del aplotipo | como del aplotipo Il comparten una regién muy
conservada (87-91% de identidad) de 146 pb rio arriba del codon de inicio de ipdC en la cual, la repeticion

invertida, el probable sitio de unién a RpoN, el sitio AuxRE, el sitio de inicio de la transcripcion y el
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probable sitio de unidn a ribosoma (regiones Ill, 1V, V, VI 'y VII, respectivamente en la figura 9) estan muy
conservados. Estos resultados indican que existe poca variabilidad en la secuencia de nucleétidos de la

region 5°de ipdC entre cepas de A. brasilense aisladas de diferentes plantas y regiones geogréaficas.

AbSp245 |[CCCCTCTCCCGCCCCGGGAGAGGGIITGGCGCCGAAGGCGCCGGGTGAGGGTCGTCCGAGGA 60
AbM-1 |CCCCTCTCCCGCCCCGGGAGAGGGITGGCGCCGAAGGCGCCAGGTGAGGGTCGTCCGAGGA 60
AbAz39 [CCCCTCTCCCGCCCCGGGAGAGGGITGGCGCCGAAGGTGCCGGGTGAGGGTCGTCCGAGGA 60

ADUSASa —--------—--------—-—-—-——---- GGCGCCGCAGGCGCCGGGTGAGGGTCGACCGGGGA 35
AD15-2B TCCTT === === === = = = = m o oo 5
ADSM T CGC T === ——mmm——m oo — - 5
ADSPT T CGC T === —mmmm — = m oo 5
ADA2M CCCC T == == —mmm o m = — — oo oo 5
ADCLS ——mmmmm oo oo oo oo 0

AbSp245 TCAAGACACCAGCCCTTGGCGACACCCTCACCCTTCCCACGCTGCGCGTGGGCCCCTTICC|120
AbM-1 TCAAGACACCAGCCCTTGGCGACACCCTCACCCTTCCCACGCTGCGCGTGGGCCCCTTLC|120

AbAz39 TCAAGACGCCAGTCCTTGGAAGCACCCTCACCCTT———--=-=—==—=---—=————~———— cl 97
AbUSA5a TCAAGTCACCAGTCCTTGGCGGCACCCTCACCTCTCCCACGCTGCGCGCGGGCCCCTCLC] 95
AD15=2B === == = == m i mmmm e - 5
AN = = = = mm e e e e o 5
ADSPT == == mmmmmmm e e e e o 5
ADA2M = = == m e m oo 5
AL == = mm = s s oo e m e oo 0

AbSp245 |ICTCTCCCGGGACGGGAGAGGGGATATCAAGCGCGGCCTCCACCCCTCCACAATTTCCGGC 180
AbM-1 |ICTCTCCCGGGACGGGAGAGGGGATATCAAGCGCGGCCTCCACCCCTCCACAATTTCCGGC 180
AbAz39 |ICTCTCCGGGGACGGGAGAGCGGATATCAAGCGCGGCCTCCACCCCTCCACAATTTCCGGC 157
AbUSASa |[CTCTCCCGGGGCGGGAGAGGGGATTTTAATTGCCGCCCGCACTCCTCCACAATTTCCGGC 155

AD15-2B ——----------------———mm—————————o - GTCCCACTCCTCCACAATTTCCGGC 30
ADSM — = - mmm e mm oo oo CTCCCACCCCTCCACAATTTCCGGC 30
ADSPT == mmmm e mmmmm oo CTCCCACCCCTCCACAATTTCCGGC 30
ADA2M ——mmmm e mm oo m - CTCCCGCCTCTCCATAAATTCCAGC 30
ADCLS — = mmmm oo oo m o - 0

-
AbSp245 GCGAATGGAT T Glimugele 7\ Ruyey:v:v:Noy:v:ujigouiuicioreiofe] C - [ejeyejeliye C [efeley:Nejefoey:wuelolnel| 40
AbM-1 GCGAATGGAT T Glimmgele / Ruyey:v.v:Nor:v:Wjiyolpideioferere] G . [efefefeligel G (ofeley:Nejefofey:unerelisiel | 2 40
AbAz39 GCATAAGGAT T Giugere G uyer:v:v:Nop:v:uiiNennyeiofejele; G / [ejerefeliyel G (oxeiey:Nejejeiey:uneroxlel( 2 1 7/
AbUSAbSa GCACATCGAT T Glimuyelel G ruNey:v:v:Ney:v:Njidouuicioreiofe] C G [cleyereliye G [efeley:Nejefofey-wuelolinel| 2 1 5
Abl5-2B GCAAACGGAT T Gliyele » udey:v:v:Ney:V:Wjigoliigererefelel . [efofefeliel G (efeley:Nejeforey.Rnelsliklel | ©0
AbSM GCATATGGAT T Glimuyele  ruyer:v:v:Ney:v:-unigouicioyeiofe] C - [cjeyejelige] C [efejey:Nelefofey:welolie | ©O0
AbSp7 GCATATGGATT Gjmmugele ~ nuey:v:-v:Noy:v:wigeupyelelefore] G /. [efefejeliyel G [ofejey:Nejejorey-uNelelilel | ©0

Ab42M GCAAATAGATTGlimmgele » Nudey.v.v:Ney:v:Njigouneiorefele] 1 [efefefelie] C (ofeleyNejejofey:nunelslislel | ©0
AbCl5 ----—-—-—-- e | T T CGI\ATGAAACAATTCTTGCGCGRINGCGGTGIEYCGGAGGCGATGC T G|
AbSp245 296

AbM-1 296
AbAz39 273
AbUSAba 271
PNURSEVAS | T CCCCCTGTGCGGGTTTTCGENCCCGCIAAAACCINATTGGAACGGGAGAGCGIYCCATG] 146
JNSIUMI T CCCCCTGTGCGGGTTTTCCGIYCCCGCIAAACCIATTGGAACGGGAGAGCGICCATG 146
PN WMl T CCCCCTGTGCGGGTTTTCGICCCGCAAACCIATTGGAACGGGAGAGCG[CCATG 146
PN TN T CCCCCTGTGCGGGTTTTCGECCCGCAAACCIIATTGGAACGGGAGAGCGECCATG 146
AbC15 TCCCCETGTGCGGGTTTTCGCCCGCAAACCATTGGAACGGGAGAGCGCCATG 104

Figura 9. Alineamiento multiple de la regién rio arriba de ipdC de cepas de A. brasilense. Las secuencias mostradas en el
alineamiento corresponde a la region 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 palindromes (I
y I1), la repeticion invertida (1), el probable sitio de unidn a RpoN (IV) el sitio AuxRE (V), el sitio de inicio de la transcripcion (V1)
y el probable sitio de unidn a ribosoma (V11). La flecha indica el inicio de la regidn codificante de ipdC. El alineamiento maltiple se
realizé con el programa Clustal Omega. En color negro se indican las regiones del alineamiento con 100% de identidad y fueron
resaltadas utilizando el servidor bioinformético Multiple Align Show (http://www.bioinformatics.org/sms/index.html).
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7.3.Andlisis de la secuencia de aminoacidos de PPDCs de cepas de A. brasilense

El alineamiento multiple de la secuencia de aminoacidos de PPDCs de las cepas analizadas mostré que
comparten un porcentaje de identidad del 99-100% (figura 10) y tienen conservada la triada catalitica que
estd implicada en la unién al sustrato de acuerdo a la comparacion con la PPDC de E. cloacae (Schiitz et
al., 2005). Sin embargo, el Glu468 de la PPDC de E. cloacae corresponde a una leucina en la posicion 462
en todas las PPDCs de A. brasilense analizadas (figura 10). El analisis en BLAST utilizando como
referencia la secuencia de aminoécidos de la PPDC de A. brasilense Sp7, mostré que homologos a PPDCs
se encuentran distribuidos en diversos géneros bacterianos y, de acuerdo al andlisis filogenético, forman un
solo cluster perteneciente a la familia de las PPDCs de acuerdo a la calsificacion sugerida por Spaepen et
al. (2007) (figura 11). En conjunto, estos resultados indican que, aunque las cepas analizadas fueron aisladas
de diferentes regiones geograficas y de diferentes plantas, existe muy poca variabilidad en la secuencia de
aminoécidos de PPDCs.
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PR el V D L L LERLPPS DR TR GEEFHAYPTGLOAD[ERAF IR PMD I ARAVNDRVRAGRQEFLLIAADMGDCLFTEMDMIDAGLMAFR
Rl V D AL LERLPPSDRTMWMRGEEPHAY FTGLQ_ZLD BPFIAPMDIARAVNDRVRAGQEPLLIAADMGDCLFTAMDMIDAGLMAP
EbC15-FFDC JADEEM P I APMDIARAVNDRVRAGQEPLLIAADMGDCLFTAMDMIDAGLMAPG
EhUSRSa-PPDC 4 tLPPSDR e F T A PMD I ARAVNDRVRAGREPLLIAADMGDCLFTEAMDMIDAGLMAPG
BbSpT7-FPDC paENepl * I LQCV 3 GDGAFQMIGWELGNCRRLGIDPIVILFNNASWEMLRTFQPESAFNDLDDWREA
LbSp245-PPDC  pgedl * I LQCV A GDGLFQHT WELGNCRRLGIDPIVILFNNASWEMLRTFQPESAFNDLDDWREFA
AbM1-FPDC o VGDGAFQMIGWELGNCRRLGIDPIVILFNNASWEMLRTFQPESAFNDLDDWREA
EbRz39-PPDC  pgNepl * I L QC L VGDGAFQMTGWELGNCRRLGIDPFIVILFNNASWEMLRTFQPESAFNDLDDWRFA
ER15-2B-FPDC paNepl * I LQCV 4 GDGAFQMIGWELGNCRRLGIDPIVILFNNASWEMLRTFQPESAFNDLDDWREA
BEbR4ZM-PPDC  pNepl B LQCV L VGDGAFQMITGWELGNCRRLGIDPIVILFNNASWEMLRTFQPESAFNDLDDWREA
BbC15-FPDC LG M d A VGDGAFQMIGWELGNCRRLGIDPIVILFNNASWEMLRTFQPESAFNDLDDWRFEA
EhUSRSa-FPPDC  pNepl I L QC L GDGAFQMTGWELGNCRRLGIDPFIVILFNNASWEMLRTFQPESAFNDLDDWRFA
2bSpT7-PPDC TRGRFQLIERMIFRG REFVQGQERLH 545
IbSp245-FPDC TRGRFQLIEAMIPRG SDTLARFVQGQRERLHAAPRE 245
EbM1-FFDC TRGRFQLIEAMIPRG SDTLARFVQGQERLHTFPFPRE 545
RbRz38-PPDC TRGRFQLIEAMIPRGVLSDTLARFVQGQERLHAARPRE 345
Eb15-2B-FFIC ATRGRFQLIEAMIPRGVLSDTLARFVQGQERLHAAFPRE 545
Lb42M-PPDC TRGRFQLIEAMIPRGVLSDTLARFVQGRERLHAARPRE 345
AbC15-PPDC ATRGRFQLIEAMIPRGVLSDTLARFVQGQERLHALAPRE 545
EbUSRS5a-FPDC MERGM GV RVER TR A F el ittt 498

Figura 10. Alineamiento multiple de proteinas homdlogas a PPDC de cepas de A. brasilense. Las secuencias mostradas en el
alineamiento corresponde a la secuencia de aminoacidos 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 nameros indican los aminoacidos de la triada catalitica Asp25-His113-Leu462 (I, 1l y 111, respectivamente) de acuerdo
a la comparacion con la PPDC de E. cloacae (Schiitz et al., 2005). El alineamiento multiple se realizé 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 bioinformético Multiple Align Show (http://www.bioinformatics.org/sms/index.html).
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Figura 11. Arbol filogenético de proteinas PPDCs de A. brasilense spp. y sus homoélogos de otros géneros bacterianos. Las
cepas marcadas con un triangulo negro son aquellas cuya secuencia de ipdC (1638 pb) se obtuvo en este trabajo. La secuencia de
amino&cidos de la PPDC de A. brasilense Sp7 se utilizé como referencia para la busqueda de sus homélogos en GenBank utilizando
BLAST y los nimeros de acceso en GenBank correspondientes se muestran en paréntesis. El alineamiento maltiple de la secuencia
de aminodcidos (545 aminoécidos) se llevé a cabo con MEGA 5.0 utilizando el algoritmo Muscle y el arbol filogenético no
enraizado se construy6 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 nimeros 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 aminoacidos.

7.4. Produccion de &cido indol-3-acético en cepas de A. brasilense

Para analizar la biosintesis de AlA, las cepas se Azospirillum spp. se cultivaron en MMAB con malato
como fuente de carbono complementado con 100 pg/ml de triptéfano (0.49 mM). Para este analisis se
incluyeron otras cepas de A. brasilense, asi como otras especies como A. amazonense, A. irakense y A.
halopraeferens. La cantidad de AIA producido se determind por HPLC como se indic6 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 proteinas totales del cultivo bacteriano. Como se muestra en la figura 12, a las 24 h de
crecimiento, todas las cepas de A. brasilense produjeron AlA en valores desde 13.8 pg/mg de proteina en
la cepa Az39 hasta 36.9 ug/mg de proteina en la cepa M1. A las 48 horas de crecimiento la produccion fue
mayor en todas las cepas de A. brasilense alcanzado valores que van desde 23.3 pg/mg de proteina en la
cepa UAP14 hasta 98.2 ng/mg de proteina en la cepa 40M. De igual forma, A. amazonense Y2 produjo una
cantidad considerable de AlA alas 24 y 48 h (56.9 y 96.4 ug/mg de proteina, respectivamente). En cambio,
las cepas de A. lipoferum produjeron muy poco AlA a las 48 y 72 h de crecimiento, con valores de 0.17 a
3.8 pg/mg de proteina (figura 12). Estos resultados indican que A. brasilense produce una mayor cantidad

de AlA que A. lipoferum y que otras especies como A. irakense y A. halopraeferens.

44



120
<
=
=
S 10
1)
2
° [ 24n
T g0
%‘3 Il #sh
~—
on 72h
2, O
«
L]
<
D
= 40
=
)
o
>4
= 20
=
)
& .
0 o 55
A s S N N ™ ™ 0 ) > O
R T EFTET TP IS &S
& > © i W oS S L g v SO\ \‘L\ ) SN
A *\sm N é\\‘b é\\w B \qu‘ .\\d“ PO @\“v 0\& V"\ & Qo N & &
§ F ¢ @ FE S¢S S RN &
0 (@S » » ,@9 & > AN 3 & W g ,QO

Figura 12. Determinacion de la produccion de AIA por HPLC en cepas de Azospirillum spp. Las cepas se crecieron en MMAB
con malato como fuente de carbono y triptéfano (100 pg/ml [0.49 mM]). En los tiempos indicados se tom6 una alicuota de cada
cultivo para la cuantificacion de AIA por HPLC y de proteinas totales como se indic en material y métodos. Los resultados
corresponden a la media de los valores de ensayos por duplicado de tres réplicas bioldgicas y las barras de error representan la
desviacion estandar.

7.5. Identificacion de tyrR en el genoma de A. brasilense Sp7

En un trabajo relizado por Ryu & Patten (2008), se encontr6 que en E. cloacae UWS5 el gen ipdC que
participa en la biosintesis de AIA a través de la via del acido indol-3-pirGvico es regulado de manera
positiva y directa por el factor transcripcional TyrR. La mutacion de tyrR provocé una disminucion drastica
en la produccién de AIA comparado con la cepa silvestre, comprobando asi su participacion en la biosintesis
de AIA (Ryu & Patten, 2008). TyrR regula la transcripcion de genes (de manera positiva 0 negativa) que
estan implicados en el transporte y metabolismo de aminoécidos aromaticos en E. coli y generalmente
utiliza como cofactores a los aminoacidos aromaticos tirosina, fenilalanina o triptfano (Pittard et al., 2005).
Tomando como referencia este hallazgo, en este trabajo se planted la hipétesis de que, de la misma forma
que en E. cloacae, TyrR podria tener un papel importante en la produccion de AlA en A. brasilense Sp7 a
través de la regulacién transcripcional de ipdC. Para comprobar esta hipotesis, primero se realiz6 una
busqueda bioinformatica de proteinas homdlogas 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 encontrd una proteina 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 nucle6tidos de tyrR de A. brasilense Sp245 se utiliz6 como referencia para disefiar los
iniciadores tyrR-F1 y tyrR-R1.1 (tabla 3) con los cuales, a través de PCR utlizando como templado DNA
gendmico de A. brasilense Sp7, se obtuvo un amplificado de 2886 pb el cual incluyd la region codificante
de tyrR (1542 pb), un fragmento de 1063 pb de la region del extremo 57y un fragmento de 281 pb de la
region del extremo 3. El producto de PCR se secuencié y la secuencia de nucledtidos de tyrR mostré un
porcentaje de identidad del 96% (valor E 0.0) con tyrR de A. brasilense Sp245. La publicacién del genoma
completo de A. brasilense Sp7 (Kwak & Shin, 2016) permiti6 confirmar la presencia de tyrR en esta cepa.
tyrR estd codificado en la cadena complementaria del cromosoma de A. brasilense Sp7 anotado con el
numero de locus AMK58_RS07030 (figura 3). A una distancia de 272 pb rio arriba de tyrR y codificado en
direccion opuesta, se encuentra el gen MK58 RS07035, el cual codifica para una D-aminoacido
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 proteina de 514 aminoécidos y una masa molecular
tedrica de 55.1 kDa. De acuerdo al andlisis en el servidor bioinformatico SMART, contiene un dominio
PAS (Per-ARNT-SIM, aminoécidos 79-146) en el dominio amino terminal, seguido por un dominio central
de interaccion con el factor sigma 54 (dominio AAA [ATPasas asociadas con diversas actividades
celulares], aminoacidos 201-366). Este dominio incluye un motivo Walker A (aminoacidos 229-236) y un
motivo Walker B (aminoacidos 297-302) los cuales son importantes para la unién y la hidrolisis de ATP,
asi como un motivo de 6 aminoacidos (GSFTGA, aminoacidos 276-281) los cuales son importantes para la
interaccién con el factor sigma 54 (Bush & Dixon, 2012) (figura 13a). Ort6logos a TyrR como el de E. coli
o0 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, aminoécidos 463-510) cuya secuencia lo agrupa entre los factores de transcripcion de la
familia Fis (figura 13a). El alineamiento de la secuencia de aminoacidos de TyrR de la cepa Sp7 con
proteinas homologas de otros géneros bacterianos mostré que comparte un 43% de identidad (59% de
similitud, valor E 1e-131) con TyrR de E. coli que regula la transcripcion de genes implicados en el
transporte y biosintesis de aminoacidos aromaticos (Pittard et al., 2005), un 43% de identidad (60% de
similitud, valor E 1e-137) con TyrR de E. cloacae que regula la transcripcion de ipdC implicado en la
biosintesis 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 transcripcion de genes implicados en el metabolismo de glicina y en la

biosintesis de piocianina (Lundgren et al., 2013) (figura 13b).
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a aa 79-146 aa 221-366 aa 463-510
1 [ 1  —
AAA HTH M54

AbSp7-TyrR IAA - - AIAKRRANVV A VDPPHIHIDIPELDVPGFGAMDIAFR 58
Eckl2-TyrR D LL /MMRGIDMRGIE PIGRIYLNFINELEFE-SFSSHMINE R 59
Ecl-TyrR IAIDLLVMRSIDMMRGIE PVGRIYLNFINEIEFN-TFSSMINEER 59
GcsR-Pa A - -(IMGGRNMNLDA MVPPNVYIDINPTLSPEVLEEMRINANFL 58
AbSp7-TyrR LEBILIA L LENAISSD P\ T PDIRACRUVLANABMAATVAERSE-- 116
Eckl2-TyrR LIN\LSIAL LA RS P\ T PIMKSKWVDMANPESCQLFEQKLDR 119
Ecl-TyrR LEINLEJA L LA USSE PN T. I LKNKWMERVNOENSCOQLFAQTQEK 119
GcsR-Pa LIGJLIBA L LENANEND P\Y L PIGKGLVLLANPBEFSERCERDP-~- 116
AbSp7-TyrR -AALTGADFGRLFGDAELSDLLVDNG-FRLAAGEEVMLNGQPFL¥EDATPIVEDGRSAY 174
Eckl2-TyrR LRNHTAAQLINGEFNFLRWLESEPQDSHNEHVVINGQOQNFLMEITPWMYLQDENDQHVLT[E 179
Ecl-TyrR LIGHHATQLITGENFQRWLDSNPQONTHSEHVVINGONFLMEITPWMYLKGENAARVLT[Y 179
GcsR-Pa -AGERLASLFDDETLEDALVEQGFRLPLREVTFUGQALLLDATPITEGPGEGERHLA[Y 175
AbSp7-TyrR LIGERMNAQONEFDEGEDR SIEKARENA 234
Eckl2-TyrR [EROMONV/AAQDVSHIAS O HWVE QIO SJAPLLIpG 239
Ecl-TyrR MR OMONIES SQDV GRS O HWIDORR 239
GcsR-Pa € RMAACTHHDHAECREM THEK T RENO 235
AbSp7-TyrR CEIRA ORGGKPELLIYLENH 294
Eckl1l2-TyrR JCMEREY A CEIOARPRIA G K JNNEeRA - J=233 D 2 VARpRmmae] H pNr (€K — - - — — — — — KEF Fijolin 291
Ecl-TyrR ICEHLINHAVEMARPINA AKj (ISR - 230 D A Vj2SRpmael e F €K — — - - - - — — KIEF FIOolN 291
GcsR-Pa 0N T A JHSEIRINE vV NG/ FTGAQRGGKP[EL LIMLINH 295
AbSp7-TyrR DMDVMMAEHS 354
Eckl2-TyrR J V' H VADAVA NMVELMOKGM 351
Ecl-TyrR NMVELMOKGV 351
GcsR-Pa NIEKMMAEGS 355
AbSp7-TyrR RGDpM{LLIMARHEITARACAQARRIYPCZATVAASAAMLANP 414
Eckl2-TyrR CPOPEMIMPMTE L@MVARFADEQGVRPAMAADLNTVMTRYA 411
Ecl-TyrR CPOpEMMPMTE LEIVARFADEQGVMRPIASADLGTVMTRYG 411
GcsR-Pa RGHPBMLLMARHE@MOQACAQIQRMVCIEIMAPGTYPAMLSNR 415
AbSp7-TyrR AYEDAAPFEFNAGARMDAE TGIEHPINE P J 474
Eckl2-TyrR YEHRPQOWELIEPDYDAATVAVI[EHDAME G 471
Ecl-TyrR YEERPOIFLIEPDYDAGTV SV[ERHE XME G 471
GcsR-Pa SLVDIGWFHENAGTAVARQND[ERRVIE — - 472
AbSp7-TyrR HDGT--- 513
Eckl2-TyrR JOKKNEE 513
Ecl-TyrR QKKGDE 513
GcsR-Pa qPRA--- 511

Figura 13. Prediccion bioinformatica de los dominios de TyrR de A. brasilense Sp7 y alineamiento multiple con proteinas
homologas. (a) Dominios de TyrR de A. brasilense Sp7 de acuerdo a la prediccion en el servidor bioinforméatico SMART. Se
indican los amino&cidos (aa) que corresponden a cada dominio. (b) Alineamiento multiple de homologos a TyrR de A. brasilense
Sp7. Las secuencias mostradas en el alineamiento corresponden a la secuencia de aminoacidos de TyrR de A. brasilense Sp7 (TyrR-
AbSp7, nimero 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 PAOL1 (GcsR-Pa, NP_251139.1). Las regiones en cuadros rojos
representan el motivo Walker A (1), el motivo de union a sigma 54 (I1), el motivo Walker B (II1) y el dominio de unién a DNA
(V). El alineamiento multiple se realizé con el programa Clustal Omega. En color negro y en gris se indican las regiones del
alineamiento con 100% de identidad y 100% de similitud, respectivamente y fueron resaltadas utilizando el servidor bioinformatico
Multiple Align Show (http://www.bioinformatics.org/sms/index.html).
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7.6. Mutacion de tyrR y su efecto en la biosintesis de &cido indol-3-acético

Para analizar la posible participacion de TyrR en la produccion de AlA, se construyd una mutante en el gen
tyrR por recombinacion homologa. Para ello, tyrR de la cepa Sp7 se interrumpié con el gen aacCl
(gentamicina 3-N-acetiltransferasa), el cual confiere resistencia a Gm como se indico en material y
métodos. La comprobacién se llevo a cabo por PCR y se describe con detalle en la figura 3. La mutante se
nombro A. brasilense 2116. La mutacion de tyrR no afectd la tasa de crecimiento en MMAB con malato
como fuente de carbono (figura complementaria C1). Para analizar la biosintesis de AlA, 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 (Carrefio-Lépez et al., 2000), se
cultivaron en MMAB con malato como fuente de carbono complementado con 100 pg/ml de triptéfano
(0.49 mM). La cantidad de AIA producido se determin6 por HPLC a partir de las 16 h hasta las 48 h de
crecimiento (fase exponencial tardia hasta la fase estacionaria tardia, respectivamente) a intervalos de 8 h
y los valores obtenidos fueron normalizados con la cantidad de proteinas totales del cultivo bacteriano.
Como se muestra en la figura 14 y en latabla 5, la mutacion de TyrR afectd de forma negativa la biosintesis
de AIA de una manera dependiente del tiempo de crecimiento. ElI mayor efecto se observd a las16 horas
con un 40% de disminucion 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 disminucion 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 AlA que la cepa Sp7 a las 24 y 48
horas, respectivamente, lo cual concuerda con los resultados reportados previamente (Carrefio-Lépez et al.,
2000). Estos resultados indican que TyrR contribuye a la regulacion de la biosintesis de AIA en A.

brasilense principalmente en la fase exponecial de crecimiento.
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Figura 14. Produccion de AlA 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 triptéfano (100 pg/ml [0.49 mM]). En los tiempos indicados
se tomd una alicuota de cada cultivo para la cuantificacion de AIA por HPLC y de proteinas totales como se indic6 en material y
métodos. Los resultados corresponden a la media de los valores de ensayos por duplicado de tres réplicas bioldgicas y las barras
de error representan la desviacion estadndar. Los asteriscos encima de las barras indican la significancia estadistica en donde *
<0.01, *** <0.001, de acuerdo a la prueba t de student.

Tabla 5. Produccién de AIA en MMAB con malato complementado con trp”

| Produccion de AIA en pg/mg proteina a diferentes tiempos de crecimiento:
Cepa 16 h? 24 hP 32he 40 hd
A. brasilense Sp7 6.38 (36.4 pM) 29.1 (166.1 pM) 37.4(213.4 uyM)  38.79 (221.4 uM)
A. brasilense 2116 3.84 (21.9 uM) 23.35(133.2 uMm) 30.66 (175 uM) 35.62 (203.3 pM)
A. brasilense 2112 ND 2.37 (13.5 uM) 4.05 (23.1 pM) 5.2 (26.6 uM)

*, La determinacion de la produccion de AlA se llevo a cabo por HPLC como se indicé en material y métodos; ND, no determinado;
2 cultivo en fase exponencial de crecimiento (DOsoo = 1.04 + 0.01); ®, cultivo en fase estacionaria temprana de crecimiento (DOsoo
=1.29 +0.01); ¢, cultivo en fase estacionaria tardia de crecimiento (DOsoo = 1.34 + 0.02); 9, cultivo en fase estacionaria tardia de
crecimiento (DOsoo = 1.34 + 0.01).

7.7. Efecto de la mutacion de tyrR en la expresion de ipdC.

Debido a que la mutacion de tyrR afectd negativamente la biosintesis de AIA, se formul6 la hipotesis de
que, probablemente, TyrR regula la biosintesis de AlA a través de la regulacién transcripcional de ipdC en
A. brasilense. Para corroborar esta hipétesis, tyrR de la cepa 2112 (ipdC::lacZ-KmR-Sm/SpcR) se muto,

obteniendo asi 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 expresidn 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 expresidn del gen reportero
lacZ se midi6 a través de la cuantificacion de la actividad enzimatica de la B-galactosidasa, el producto del
gen lacZ, utilizando como sustrato el orto-nitrofenil-p-D-galactopirandsido (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, DOgoo= 0.51 y 1.04, respectivamente) y en la fase estacionaria (20, 24 y 28 horas, DOgoo = 1.18, 1.29
y 1.33, respectivamente) a intervalos de 4 h. A las 12 y 16 h, la actividad de la -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 estadisticamente significativo, a partir de las 20 h, incluso a las 24 y 28 h, la
actividad de la p-galactosidasa en la cepa 2112 fue muy similar al de la cepa 2117. Para analizar el efecto
del triptéfano en la expresion de ipdC, las cepas 2112 y 2117 se crecieron en MMAB con malato
complementado con 100 pg/ml (0.49 mM) de triptéfano, sin embargo, la actividad de la B-galactosidasa
fue muy similar a los resultados obtenidos cuando las cepas se crecieron en ausencia de tritéfano, lo cual
indica que el triptéfano no tiene un efecto en la expresion de ipdC en presencia o en ausencia de TyrR
(figura 15 y tabla 6). Estos resultados indican que la expresion de ipdC no es controlada directamente por
el regulador transcripcional TyrR, por lo que su contribucién en la regulacién de la biosintesis de AIA
podria ser a través de la regulacion transcripcional de genes que contribuyen de una manera indirecta en la

biosintesis de AIA en A. brasilense.
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Figura 15. Cinética de la expresion de ipdC en las cepas 2112 y 2117. La expresion de ipdC se determiné a través de la
cuantificacion de la actividad enzimatica de la p-galactosidasa en las cepas 2112 y 2117 crecidas en MMAB con malato sin
triptdfano (-) o con 100 pg/ml de triptéfano (+) como se indico en material y métodos. Los resultados estan representados en
unidades Miller y corresponden a la media de los valores de ensayos por duplicado de tres réplicas bioldgicas y las barras de error
representan la desviacion estandar. 2, cultivo en fase exponencial temprana de crecimiento (DOsoo = 0.51 + 0.06); ®, cultivo en fase
exponencial tardia de crecimiento (DOsoo = + 1.04 + 0.01); ¢, cultivo en fase estacionaria temprana de crecimiento (DOeo0 = 1.18 +
0.01); 9, cultivo en fase estacionaria temprana de crecimiento (DOsoo = 1.29 * 0.01); cultivo en fase estacionaria tardia de
crecimiento (DOsoo = 1.33 + 0.03). Los asteriscos encima de las barras indican la significancia estadistica en donde * <0.05.

Tabla 6. Cinética de la expresion de ipdC en A. brasilense 2112 y A. brasilense 2117"

| Actividad de la B-galactosidasa en unidades Miller a diferentes tiempos de crecimiento:
Cepa Trp® 12h 16 h 20h 24 h 28h
A. brasilense 2112 - 65.38 (+2.01) 116.84 (+3.55) 182.36 (+7.01) 181.78(x3.47) 1825 (+3.41)
A. brasilense 2117 - 5251 (£ 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(x1.52) 184.32 (+1.86)
A. brasilense 2117  + 5293 (x1.88) 88.08(x1.52) 158.66(x6.08) 176.5(x1.71) 184.09 (+2.37)

*, La expresion de ipdC se determind a través de la cuantificacion de la actividad enzimatica de la B-galactosidasa en las cepas 2112
y 2117 crecidas en MMAB con malato sin triptéfano (-) o con 100 pg/ml de triptéfano (+) como se indicé en material y métodos.
Los resultados estan representados en unidades Miller y corresponden a la media de los valores de ensayos por duplicado de tres
réplicas bioldgicas. Los datos en paréntesis representan la desviacion estandar. Trp, triptéfano.
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7.8. Prediccion de sitios de unién a TyrR en el genoma de A. brasilense Sp7

Para analizar si TyrR regula la expresién de otros genes que podrian estar relacionados de manera indirecta
con la produccién de AlA, se realiz6 una basqueda de sitios probables de unién en el genoma de la cepa
Sp7 con el servidor bioinformatico Find Individual Motif Occurences (FIMO, http://meme-
suite.org/tools/fimo) (Grant, et al., 2011) utilizando como referencia la matriz de peso posicional (PWM

[position weight matrix]) generada a partir de las cajas de reconocimiento de TyrR de E. coli (secuencia
consenso TGTAAANsTTTACA) (Pittard et al., 2005). A través de este andlisis no se encontraron cajas de
unién en la region rio arriba de ipdC, lo cual concuerda con los datos experimentales obtenidos. Sin
embargo, se encontrd un sitio probable de union a TyrR en la region rio arriba de un probable operén
(AMK58_RS18435-AMK58_RS18430-AMK58_RS18425) que podria estar implicado en el transporte de
aminoacidos como el triptéfano (tabla 7).

Tabla 7. Prediccion bioinformatica de sitios probables de unién a TyrR en el genoma de A. brasilense Sp7.

Caja tyrR Valor de Gen Producto Distancia al
P codén de inicio
CGTACAGAAATCGTTACA 144e-05 AMK58_RS07030 Regulador transcripcional TyrR 64-81
CGTACACGATTGTTTACG  1.86e-05 AMK58_RS07030 Regulador transcripcional TyrR 45-62
CGTACACAAATCGTTACA 257e-05 AMK58_RS07030 Regulador transcripcional TyrR 146-163
TGTAACGATTTCTGTACG  6.8%e-09  AMKS58_RS07035 D-aminoécido deshidrogenasa 192-209
TGTAACGATTTGTGTACG  1.33e-08  AMKS58_RS07035 D-aminoécido deshidrogenasa 110-127
CGTAAACAATCGTGTACG 4.94e-06 AMK58_RS07035 D-aminoécido deshidrogenasa 211-228
TGAAAAGGTTCCTGTACA  3.82e-05  AMKS58_RS18435-  Transportador ABC-permeasa 120-137
AMK58_RS18430-
AMK58_RS18425
TGGAAAACTTCCTGAACA  8.02e-05  AMKS58_RS06400 Antranilato fosforibosiltransferasa 26-43
TGTAAGGACCTGTTCCCA  8.19e-05 AMK58_RS12605 Fosforibosil antranilatoisomerasa -1-17
TGTAATGTCCTGATTCCA  832e-05 AMKS58_RS17410 Regulador transc. de la familia TetR 236-253
TGGAATGTTTTCTTTCCA  835e-05 AMKS58_RS01275 Regulador transcripcional 294-311
TGTAAAGCAACCTTGACA  4.27e-06  AMKS58_RS26970-  Proteina hipotética-regulador 61-78
AMK58_RS26975 transcripcional
GGTAACCCGATATTTACG 4.81e-05 AMK58_RS03835 Regulador de respuesta de 152-169
quimiotaxis (CheY)
TGTAACCTCAGTTTTCCT  3.21e-05  AMKS58_RS02000-  Proteina de quimiotaxis (CheZ)- 58-75
AMK58_RS02005 proteina hipotética
TGTAGGGTATATTTAACA  5.22e-05 AMK58_RS04505 Proteina de quimiotaxis MCP 64-81
TGTCAATCTATATGAACA  247e-05  AMKS58_RS23860 Proteina de quimiotaxis MCP 178-195
TGGAACATCGGCTGTACG 5.26e-05  AMKS58_RS04755 Adenilato/guanilato ciclasa 47-64
CGTCATGAATCGTTAACG  7.45e-05 AMKS58 RS10265 Histidin cinasa con dominio PAS 85-102
CGTTACGCTTATTTTACA  4.98e-05 AMK58_RS14355 Proteina A de transporte de hierro 117-134
TGTTACGTTTTCATGACG  7.61e-05 AMKS58_RS19935 Proteina de simporte sodio-fosfato 67-84
TGTCACGTTACATGCACG  8.02e-05 AMKS58_RS06745 Prot de membrana ompA 78-95
TGCAATTTAGTTTTTACT 8.05e-05  AMKS58_RS22560 Autotransportador de membrana 116-133
externa
CGTAATTTTTTCTTCACA 8.08e-05 AMK58_RS27315 Dicarboxilato-CoA ligasa PimA 150-167

Tambien se encontrd un sitio de unidn 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 biosintesis de triptéfano, 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 biosintesis de triptéfano (tabla 7). Este analisis, indica que probablemente TyrR
participa en el transporte y biosintesis de triptofano, regulando asi la biosintesis de AIA en A. brasilense,
sin embargo, seran necesarios otros experimentos para corroborar esta hipGtesis.

Ademas, el andlisis predijo tres sitios de union a TyrR en la region intergénica entre tyrR y el gen
AMK58 _RS07035, el cual codifica para una D-aminoécido deshidrogenasa (DadA) que esta implicada en
el catabolismo de aminoacidos como la L-alanina a través de la desaminacion oxidativa de la D-alanina
para producir amonio y piruvato (Reitzer, 1996) (tabla 7). Ademas, se encontr6 una caja de union 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 Gltima hipdtesis 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 mostré un crecimiento
considerable formando pequefios floculos después de las 48 horas de crecimiento (figura 3).

7.9. Aislamiento e identificacion de proteinas de union al promotor de ipdC por
cromatografia de afinidad a DNA

La presencia de algunos elementos en cis tales como la repeticion invertida y el probable elemento de
respuesta a auxinas en el promotor de ipdC (figura 6), sugiere que la regulacién de este gen es controlada
por factores de transcripcion. Para comprobar esta hipétesis, se realiz6 una cromatografia de afinidad a
DNA, la cual ha sido utilizada para el aislamiento y la posterior identificacion de proteinas de unién a DNA
incluyendo reguladores transcripcionales (Gerstmeir et al., 2004; Jutras et al., 2012; Longo et al., 2013,
Hyeon et al., 2012). Para ello, se amplificé por PCR una regién de 306 pb rio arriba del ORF de ipdC de
A. brasilense Sp7 utilizando un oligonucleotido delantero biotinilado en el extremo 5” y un oligonucleétido
reverso (tabla 3). El fragmento amplificado se incubd con perlas magnéticas acopladas a estreptavidina y
posteriormente este complejo se incubd con un extracto proteico de A. brasilense Sp7 obtenido a partir de
un cultivo en MMAB con malato como fuente de carbono y triptéfano (100 pg/ml) crecido hasta la fase
estacionaria debido a que en esta fase hay una mayor expresion de ipdC (Carrefio-Lépez et al., 2000).
Ademas, se prepar6 un control para el cual se siguié el mismo procedimiento descrito anteriormente pero
sin agregar la sonda de DNA biotinilado, esto con el fin de saber si existen proteinas que interactian de
manera inespecifica con las perlas de estreptavidina y diferenciarlas de aquellas que interactian de manera
especifica con el DNA. Después de un proceso de lavado, las proteinas unidas se despegaron del promotor
de ipdC y se separaron por PAGE-SDS, el cual fue tefiido 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 proteinas expresado en kDa) las cuales fueron obtenidas de manera reproducible en tres
ensayos independientes. La identificacion por MALDI-TOF-TOF de B145, B77, B25 y B17 revelé la
presencia de cuatro proteinas de A. brasilense Sp7; una subunidad p de la RNA polimerasa
AMK58 RS10445, una polirribonucleétido nucleotidiltransferasa  AMK58_RS00780, un regulador
transcripcional de la familia LuXR AMK58_RS19435 y un regulador transcripcional de la familia MarR
AMK58 RS00175, respectivamente (Figura 16¢, 16d y 16e). Las Gltimas dos proteinas, AMK58 RS19435
y AMK58_RS00175 fueron las de mayor interés debido a que contienen un dominio de union a DNA
hélice-vuelta-hélice lo cual sugiere que podrian 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 participacion en la biosintesis de acido

indol-3-acético en A. brasilense como se mostrard mas adelante.
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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 Poliribonucleédtido nucleotidiltransferasa WP_035670107.1 75.8 kDa 34 72.6 62.96
B145 Subunidad B de la RNA polimerasa WP_059398870.1 155.3 kDa 35 35.4 2.06

a porcentaje de la secuencia cubierta por los péptidos obtenidos por MALDI-TOF. Los fragmentos obtenidos cubrieron 121 de 214
aminodcidos (56.5%) de los que consta la proteina de la familia LuxR.
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Figura 16. PAGE-SDS de proteinas de A. brasilense Sp7 obtenidas por cromatografia de uniéon a DNA utilizando como
sonda la region del extremo 5” de ipdC e identificacion por espectrofotometria de masas. Un fragmento de DNA biotinilado
de 306 pb que corresponde a la region del extremo 5°de ipdC se incub6 con un extracto proteico de A. brasilense Sp7 obtenido a
partir de un cultivo en MMAB con malato y triptéfano (100 pg/ml) en fase estacionaria de crecimiento como se indic6 en material
y métodos. (a) PAGE-SDS de proteinas obtenidas por cromatografia de afinidad a DNA tefiidas con nitrato de plata. Los carriles
2, 3y 4 corresponden a las proteinas obtenidas de un control negativo (sin DNA del promotor) al cual se le agregd buffer TE;
fueron eluidas con un buffer que contenia NaCl a una concentracion de 0.35, 0.7 y 1 M, respectivamente. Los carriles 6, 7 y 8
corresponden a las proteinas obtenidas por cromatografia de union a DNA con DNA biotinilado eluidas con un buffer que contenia
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NaCl a una concentracion 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 proteinas obtenidas por cromatografia de afinidad
a DNA tefiidas con Azul de Coomassie. El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular y el carril 2 a las proteinas obtenidas
por cromatografia de unién a DNA eluidas con un buffer que contenia NaCl a una concentracion de 0.35 M. (c) Identificacién de
las proteinas obtenidas por cromatografia de afinidad a DNA por MALDI-TOF. (d) Alineamiento de los péptidos obtenidos por
espectrometria de masas con la secuencia de aminoacidos de LibR. (e) Alineamiento de los péptidos obtenidos por espectrometria
de masas con la secuencia de aminoéacidos de MibR.

7.10. Andlisis bioinformatico de LibR

El andlisis de la localizacién del gen libR reveld que se encuentra en el plasmido ABSP7_P1 de A.
brasilense Sp7 con un tamafio de 645 pb (figura 4). A 448 pb rio arriba, codificado en la misma direccién
gue 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 direccidn 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
localizacion fisica en el plasmido 1 en las cepas de A. brasilense o en el plasmido 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 aminoécidos con una masa molecular tedrica
de 23.5 kDa. El analisis en SMART revel6 que en el extremo amino terminal contiene un dominio receptor
de la sefial (REC [signal receiver domain], aminoacidos 1-115) caracteristico de proteinas que forman parte
de sistemas de doble componente y que en el extremo carboxilo terminal posee un dominio de unién a DNA
hélice-vuelta-hélice (HTH [helix-turn-helix], aminoacidos 151-208) caracteristico de reguladores
transcripcionales de la familia LuxR (figura 17a). Generalmente, los reguladores transcripcionales con
dominios REC-HTH son fosforilados en un residuo de &cido aspartico 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 especificas del promotor e iniciar de la transcripcién (Kern et al., 1999, Leoni et
al., 2003). LibR contiene un residuo de acido aspartico en la posicion 54 (Asp54) el cual podria ser el sitio
de fosforilacién de acuerdo a la comparacidn con otros reguladores transcripcionales caracterizados como
StyR de P. fluorescens (Leoni et al, 2003) (figura 14a).
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Figura 17. Prediccion bioinformatica de los dominios de LibR de A. brasilense Sp7 y alineamiento multiple con proteinas
homologas. (a) Dominios de LibR de A. brasilense Sp7 de acuerdo a la prediccidn en el servidor bioinforméatico SMART. Se
indican los aminoacidos (aa) que corresponden a cada dominio. (b) Alineamiento multiple de homélogos a LibR de A.
brasilense Sp7. (c) Modelo de la estructura terciaria de LibR de acuerdo al analisis en Phyre?. Las secuencias mostradas en el
alineamiento corresponden a las secuencias de aminoacidos de LibR de A. brasilense Sp7 (LibR-AbSp7, nimero de acceso en
GenBank WP_035678594.1), FIcA de A. brasilense Sp7 (FIcA-AbSp7, WP_035674679.1), AMK58_RS03795 de A. brasilense
Sp7 (AMK58_RS03795, WP_035675470.1) y NarL de E. coli (NarL-EcK12, nimero de acceso en UniProtKB POAF28). El
alineamiento multiple se realiz6 con el programa Clustal Omega. En color negro y en gris se indican las regiones del
alineamiento con 100% de identidad y 100% de similitud, respectivamente y fueron resaltadas utilizando el servidor
bioinformético Multiple Align Show (http://www.bioinformatics.org/sms/index.html). La prediccion de la estructura
secundaria se realizé con Phyre?. Las hélices verdes representan las o hélices y las flechas azules las hojas B plegadas.
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Mediante un andlisis en BLASTP, se encontr6 que, ademas de libR, el genoma de A. brasilense Sp7 contiene
15 genes que codifican proteinas con dominios REC-HTH de la familia LuxR, ocho de ellos estan
localizados en el cromosoma (flcA [AMK58 RS08050], AMK58 RS03795, AMKS58 RS03520,
AMK58_RS07295, AMK58_RS07055, AMK58_RS08060, AMK58_RS03800 y AMK58_RS08735), uno
en el plasmido ABSP7_pl (AMK58 RS14380), cinco en el plasmido ABSP7_p2 (AMK58 RS24470,
AMK58 RS22840, fixJ, AMK58 RS22070 y AMK58 RS22065) y uno en el plasmido ABSP7 p3
(AMK58_RS25860) (ver figura complementaria C3). El alineamiento mdltiple de la secuencia de
aminoécidos del dominio REC de estas proteinas mostrd 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 mostré un porcentaje de identidad con FICA de 63% (76% de similitud), un
regulador transcripcional implicado en la biosintesis de polisacérido capsular, floculacion y colonizacion a
la raiz de trigo (Pereg-Gerk, et al 1998), sequido 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 expresion de
operones cuyos productos estan implicados en la respiracion mediada por nitrato (Stewart, 1993). A pesar
del bajo porcentaje de identidad de LibR con NarL, la prediccion de la estructura secundaria y terciaria
utilizando la herramienta bioinformatica Phyre?, mostré que la estructura terciaria de LibR posee alta
homologia a la estructura terciaria de NarL (Baikalov et al, 1996), con 5 hojas  plegadas y 5 hélices o en
el dominio REC, 4 hélices o en el domio HTH y 1 hélice a en el dominio conector (figura 17b y 17¢). El
analisis en BLAST, mostr6 que homologos a LibR se encuentran distribuidos tanto en bacterias del género
Azospirillum como en otros géneros filogenéticamente relacionados como Skermanella y Rhodospirillum.
De acuerdo al analisis filogenético, LibR se agrupa en el mismo cluster con sus homdlogos en A. brasilense
Sp245y A. brasilense Az39 (figura 18).
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Figura 18. Arbol filogenético de proteinas homologas a LibR. La secuencia de aminoacidos de LibR de A. brasilense Sp7
(mostrada con un triangulo negro) se utilizd como referencia para la busqueda de sus homologos en GenBank utilizando BLAST
y los nimeros de acceso en GenBank correspondientes se muestran en paréntesis. El alineamiento maltiple de la secuencia de
aminodcidos se llevo a cabo con MEGADS.0 utilizando el algoritmo Muscle y el arbol filogenético no enraizado se construy6 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 nimeros 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 aminoacidos.

7.11. Andlisis bioinformatico de MibR

El analisis de la localizacién del gen mibR reveld que se encuentra en cromosoma de A. brasilense Sp7 con
un tamafio de 495 pb (figura 5). A 397 pb rio arriba, codificado en direccién 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 direccion opuesta, se encuentra el gen AMK58 RS00170 el cual codifica para una
probable peptidasa. El analisis en BLAST mostr6 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 localizacion fisica 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 amino&cidos con una masa molecular tedrica
de 18.2 kDa. El andlisis en SMART revel6 que contien un dominio de unién a DNA hélice-vuelta-hélice
(aminoacidos 50-150) (figura 16a). Los reguladores transcripcionales de la familia MarR regulan de manera

positiva 0 negativa la expresion de genes implicados en diversos procesos como la resistencia a antibiéticos,
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respuesta al estrés, virulencia y el catabolismo de compuestos aromaticos (Inoka y Grove, 2010) y por lo

regular se unen a pequefias moléculas que actian como ligandos que controlan la unién al DNA.

Mediante un analisis en BLASTP, se encontrd que, ademas 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 (AMKS58_RS10530, AMKS58_RS07190,
AMK58 RS06760 y AMK58 RS13020), dos en el plasmido ABSP7_pl (AMK58_RS18225 y
AMKS58_RS17905), uno en el plasmido ABSP7_p2 (AMK58_RS22800) y uno en el plasmido ABSP7_p3
(AMK58_RS26030). El alineamiento multiple de la secuencia de aminoécidos del dominio HTH mostrd
gue comparten un porcentaje de identidad de 22-31% (figura complementaria C8). El alineamiento de la
secuencia de aminoacidos de MibR con proteinas homdlogas de otros géneros bacterianos mostré que
comparte un porcentaje de identidad del 23% (51% de similitud, valor E 5e-04) con el regulador
transcripcional lacR de Acinetobacter baumannii el cual regula de manera negativa la expresion del operon
iac implicado en la degradacién de AlA (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 prediccién de la estructura secundaria y terciaria
utilizando la herramienta bioinformatica Phyre2, mostr6 que la estructura terciaria de MibR posee alta
homologia a la estructura terciaria de PcaV de Streptomyces coelicolor A3 (Davis et al., 2013), con 2 hojas
B plegadas y 6 hélices a (figura 19b y 19c). El analisis en BLASTP, mostr6 que homdlogos a MibR se
encuentran distribuidos principalmente en bacterias del género Azospirillum. De acuerdo al andlisis
filogenético, MibR de Sp7 se agrupa en el mismo cluster con sus homélogos en A. brasilense Sp245 y A.
brasilense Az39 (figura 20).
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Figura 19. Prediccion bioinformética de los dominios de MibR de A. brasilense Sp7 y alineamiento multiple con proteinas
homologas. (a) Dominios de MibR de A. brasilense Sp7 de acuerdo a la prediccion en el servidor bioinformatico SMART. Se
indican los aminoé&cidos (aa) que corresponden a cada dominio. (b) Alineamiento multiple de homodlogos a MibR de A. brasilense
Sp7. (c) Modelo de la estructura terciaria de MibR de acuerdo al analisis en Phyre?. Las secuencias mostradas en el alineamiento
corresponden a las secuencias de aminoacidos de MibR de A. brasilense Sp7 (MibR-AbSp7, nimero 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 interacttan con el DNA de acuerdo a la comparacién
con PcaV de S. coelicolor A3 (Davis et al., 2013) y con MarR de E. coli (Duval et al., 2013). El alineamiento maltiple se realizd
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 bioinforméatico Multiple Align Show
(http://www.bioinformatics.org/sms/index.html). La prediccidn de la estructura secundaria se realizo con Phyre?. Las hélices verdes
representan las o hélices y las flechas azules las hojas  plegadas.
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Figura 20. Arbol filogenético de proteinas homélogas a MibR. La secuencia de aminoacidos de MibR de A. brasilense Sp7
(mostrada con un triangulo negro) se utilizé como referencia para la busqueda de sus homologos en GenBank utilizando BLAST
y los nimeros de acceso en GenBank correspondientes se muestran en paréntesis. El alineamiento multiple de la secuencia de
amino&cidos se llevo a cabo con MEGADS.0 utilizando el algoritmo Muscle y el &rbol filogenético no enraizado se construy6 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 nimeros 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 aminoacidos.

7.12. Efecto de la mutacion de libR y mibR en la biosintesis de AIA

Con el fin de analizar la posible participacion de libR y mibR en la produccién de AIA, se obtuvieron las
mutantes de estos genes por reemplazo alélico utilizando el plasmido suicida pJMS-km el cual contiene un
gen de resistencia a Km flanqueado por sitios maltiples de clonacion (Ramirez-Mata et al, 2016). La
comprobacion de ambas mutantes se llevé a cabo por PCR y RT-PCR y se describen con detalle en la figura
4 y 5, respectivamente. La mutacién de libR se hizo eliminando la secuencia codificante para 202
aminodcidos de los 214 amino&cidos de los que consta LibR (del aa Leu4 al aa Ala205), mientras que la
mutacion de mibR se hizo eliminando la secuencia codificante para 148 aminoacidos de los 164
aminoacidos de los que consta MibR (del aa Asp3 al aa GIn150). 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 coloracion rojo
escarlata caracteristico de cepas de A. brasilense, mientras que las colonias de la cepa 2113 resultaron ser
mas opacas, lo cual indican que se afect6 su capacidad para absorber el rojo congo del medio sin afectar su
crecimiento (figura 4). Ademas, se construy0 una doble mutante libR-mibR la cual fue nombrada A.
brasilense 2115. Para complementar la mutacion de libR se coloné el gen libR junto con una region de 762

pb rio arriba del ORF en el plaésmido de bajo nimero de copias pJB3Tc20 (Blatny et al., 1997) y el plasmido
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resultante pJB3IlibR se introdujo a la cepa 2113. Las colonias de la cepa complementada, nombrada A.
brasilense 2113-libR*, mostrd 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 regién codificante de mibR
junto con una region rio arriba del mismo (775 pb), la cual incluy6 el probable promotor, se clono en el
plasmido pJB3IibR y el plasmido resultante pJB3mibR-libR se introdujo a la cepa 2115. La comprobacién
de la complementacion de ambas mutantaciones se realizé por PCR y por corte con enzimas de restriccion
de los plasmidos (no mostrado). La mutacion de libR o mibR o ambos no afecté la tasa de crecimiento en
medio liqguido 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, durd aproximadamente 8 h, mientras
que en MMAB con gluconato durd aproximadamente 14 h. Respecto a la fase exponencial, ésta fue mas
prolongada en MMAB con gluconato comparado con el crecimiento en MMAB con malato como fuente
de carbono.

Para analizar el efecto de la mutacion de mibR o libR o de ambos en la biosintesis de AlA, la cepa Sp7, las
cepas 2113, 2114y 2115 se cultivaron en MMAB con malato como fuente de carbono complementado con
triptéfano. La cantidad de AIA producido se determind por HPLC a partir de las 16 h hasta las 40 h de
crecimiento (fase exponencial tardia hasta la fase estacionaria tardia, respectivamente) a intervalos de 8 h
y los valores obtenidos fueron normalizados con la cantidad de proteinas totales del cultivo bacteriano. El
AlA fue detectado en un tiempo de retencién de 3.7 minutos de acuerdo a los cromatogramas obtenidos por
HPLC (figura 21ay 21b).
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Figura 21. Cromatogramas de HPLC de la cuantificacién de AIA producido por cepas de A. brasilense. (a) Cromatogramas
de HPLC de la cuantificacion de AIA en MMAB con malato como fuente de carbono y triptéfano (100 pg/ml) a las 32 horas de
crecimiento. (b) Cromatogramas de HPLC de la cuantificacion de AIA en MMAB con gluconato como fuente de carbono y
triptéfano a las 36 horas de crecimiento. La cuantificacion de AlA se realiz6 a partir del sobrenadante de cultivos de cepas de A.
brasilense indicadas en la parte superior de cada figura como se describio en material y métodos. En el eje X de cada grafica se
indica en el tiempo de retencion en minutos y en el eje Y se indican las unidades de absorbancia (AU) determinadas a 280 nm.
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Como se muestra en la figura 22, la mutante 2113 produjo en promedio 35% menos AlA que la cepa
silvestre tanto en la fase exponencial como en la fase estacionaria de crecimiento. La complementacion en
trans de libR en el fondo genético de la mutante 2113 (cepa 2113-1ibR*) restaur6 los niveles de AlA 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 pldsmido vacio pJB3Tc20 no
tuvo ningun efecto en la produccion de AlA. La mutacion de mibR (cepa 2114) no redujo la biosintesis de
AlA en ninguno de los tiempos evaluados. Sin embargo, cuando se analizd la doble mutante libR-mibR
(cepa 2115), la biosintesis de AlA se redujo en 51%, tanto en fase exponencial como en la fase estacionaria.
Como se reportd previamente (Carrefio-Ldpez et al., 2000), la mutacién de ipdC (cepa 2112) causé una
reduccion de 87% en la biosintesis de AlA al compararlo con la cepa Sp7 (figura 22). Con el fin de evaluar
la influencia de otras fuentes de carbono en la biosintesis de AlA, las cepas se cultivaron en MMAB con
gluconato como fuente de carbono complementado con triptéfano y la cantidad de AIA producido se
determind como se indicd 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 complementacion en trans de libR restauré el
fenotipo en cuestion. La cepa 2113pJB3Tc20 produjo niveles similares de AIA que la mutante 2113, lo
cual indica que el plasmido vacio pJB3Tc20 no tuvo ningln efecto en la produccién de AlA. En la cepa
2115, el defecto en la biosintesis 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 tardia 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 biosintesis de AIA en A. brasilense.
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ATA pg/mg de proteina

o LB

Tiempo de crecimiento —p-

Cepa (genotipo)
A. brasilense Sp7
. (silvestre) 6.43 (£0.2) 29.72 (£0.43) 37.36 (£0.55) 39.24 (+0.6)
A. brasilense 2113
E (AlibR::kam®) 4.28 (+0.52) 21.81 (£0.95) 23.1(0.9) 23.89 (£1.35)
A. brasilense 2113-libR*
(AlibR::km®, pJB3-/ibR) 4.81 (20.66) 24.68 (+3.33) 34.73 (£1.03) 39.85 (£1.67)
A. brasilense 2113-pJB3Tc20
LA (AlibR::km® pIB3Tc20) 4.1 (£0.36) 20.95 (+0.31) 25.46 (£0.39) 24.79 (£1.01)
A. brasilense 2114
D (AmibR::km?) 6.17 (£0.13) 28.13 (£0.33) 36.34 (£0.49) 37.86 (£0.6)
D A. brasilense 2115
(AlibR::km®, AmibR::gmR) 3.25(x0.15) 16.6 (£0.31) 17.91 (£0.27) 19.04 (£0.07)
= A. brasilense 2112
(ipdC::lacZ-km?) ND 1.95 (0.22) 4.34 (x0.09) 5.28(£0.12)

Figura 22. Produccion de AlA 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 triptéfano (100 pg/ml [0.49 mM]). En los tiempos indicados
se tomd una alicuota de cada cultivo para la cuantificacion de AIA por HPLC y de proteinas totales como se indic6 en material y
métodos. Los resultados corresponden a la media de los valores de dos ensayos independientes con tres réplicas bioldgicas y las
barras de error representan la desviacion estandar. ND, no determinado. Los asteriscos encima de las barras indican la significancia
estadistica en donde * <0.05, **<0.001*** <0.0001, de acuerdo a la prueba t de student.
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AIA pg/mg de proteina

20

*
*
*

T e e e e e

NSRS

de crecimiento § 20 horas ﬂ 28 horas 32 horas 36 horas 44 horas

0
Tiemp
Cepa (genotipo)
- A. brasilense Sp7
(silvestre) 2.17 (x0.19) 6.22 (=0.33) 13.01 (x1.26) 34.02 (£3.23) 54.19 (+0.79)
A. brasilense 2113
(AlibR::km®) 0.88 (£0.02) 4.24 (=0.06) 9.91 (+0.14) 25.67 (£1.33) 49.31 (20.17)

q A. brasilense 2113-libR*

(AlibR::kmR, pIB3-libR) 0.918 (=0.02) 5.2 (x0.25) 12.98 (+0.85) 37.54 (£1.23) 58.21(x2.21)
A. brasilense 2113-pJB3Tc20
L (AliBR: kP, pIB3-libR) 0.87 (£0.02) 4.23(x0.1) 9.64 (+0.39) 25.87 (£1.69) 47.57 (x1.19)
A. brasilense 2114
(AmibR::kank) 1.42 (+0.08) 5.79 (£0.23) 14.52 (£0.56) 35.76 (0.78) 56.35 (£1.62)
D A. brasilense 2115
(AlibR: km® AmibR::gm®) 0.29 (£0.07) 2.75 (£0.07) 6.31 (%0.17) 17.48 (x1.06) 31.56 (=0.7)
A. brasilense 2112
£l (ipdC::lacZ-km®-Sm?) ND ND 2.28 (£0.06) 6.97 (£0.22) 13.79 (x0.85)

Figura 23. Produccion 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 triptéfano (100 pg/ml [0.49 mM]). En los tiempos indicados
se tomd una alicuota de cada cultivo para la cuantificacion de AIA por HPLC y de proteinas totales como se indic6 en material y
métodos. Los resultados corresponden a la media de los valores de dos ensayos independientes y tres réplicas bioldgicas y las
barras de error representan la desviacion estandar. ND, no determinado. Los asteriscos encima de las barras indican la significancia
estadistica en donde * <0.05, **<0.001*** <0.0001, de acuerdo a la prueba t de student.

7.13. Efecto de la mutacion de libR y mibR en la expresion de ipdC
Con el fin de analizar si LibR, MibR o ambos regulan la expresion de ipdC en A. brasilense, se llevo a
acabo la cuantificacion de la expresion de ipdC de las cepas 2113, 2114 y 2115y de la cepa Sp7 mediante

PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR) utilizando el método comparativo Cr (224¢T). Para ello, el

RNA fue extraido 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 triptéfano. 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 expresion de ipdC. gyrA se eligié como gen de
referencia debido a que, de acuerdo a un estudio previo, mostro ser uno de los genes de A. brasilense cuya
expresion fue mas estable en diferentes condiciones de cultivo (McMillan 6 Pereg, 2014). Como se muestra
en la figura 24, en ausencia de tript6fano, la expresion de ipdC disminuy6 4 veces en la cepa 2113y 6 veces
en la cepa 2115 comparado con la cepa silvestre, mientras que los nives de expresion en la cepa 2114 fueron
ligeramente menores a la cepa Sp7, pero esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Cuando el
medio se complement6 con triptofano, la expresion de ipdC disminuy6 5 veces en la cepa 2113 y 7 veces
en la cepa 2115, mientras que en la cepa 2114 la disminucion de la expresion no fue estadisticamente
significativa (figura 24). Estos resultados indican que LibR regula de manera positiva la expresién de ipdC
en A. brasilense. Este experimento no muestra una funcion clara de MibR en la expresién de ipdC, aunque
los datos obtenidos con la doble mutante sugieren que posiblemente actie como un regulador positivo.

A B
B~ brasilense 2113 (AlibR:kmR) B~ orasitense 2113 (AlibR::kmR)
- A. brasilense 2114 (AmibR::kmR) . A. brasilense 2114 (AmibR::kmR)
|:| A. brasilense 2115 ((AlibR::kmR,AmibR::gmR) |:| A. brasilense 2115 ((AlibR::kmR, AmibR::gmR)
0 0
® -1 & -1
g o2 S
= o g
S = 2 2
== g5-3
@53 B
] £3
Y K =
28, =
I
-6
-6

—
~
HH

Figura 24. Andlisis de la expresion 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 triptéfano. A. Niveles de expresion de ipdC en las mutantes 2113, 2114 y 2115 relativo a los
niveles de expresion en la cepa Sp7 crecidas en medio minimo con malato en ausencia de triptéfano. Los niveles de expresion
fueron normalizados con los niveles de expresion de gyrA. B. Nivel de expresion de ipdC en las mutantes 2113, 2114 y 2115
relativo a los niveles de expresion en la cepa Sp7 crecidas en medio minimo con malato en presencia de triptéfano. Los resultados
corresponden a la media de los valores de tres ensayos independientes y las barras de error representan la desviacion estandar.
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7.14. Prediccidn de sitios de unién a LibR y MibR en la region reguladora de ipdC

Como se mencion6 anteriormente, LibR posee una alta homologia 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 expresion de operones cuyos productos estan implicados en la respiracion mediada por nitrato
(Stewart, 1993). Las secuencias de las cajas de union de NarL han sido caracterizadas a detalle y han sido
utilizadas para la generacion de una matriz de peso posicional (PWM) en el servidor Virtual footprinting
de la base de datos PRODORIC (Miinch et al., 2005). Utilizando dicha matriz, se analizé la region
reguladora de ipdC con el fin de saber si existe alguna probale caja de unién de LibR. Como se muestra en
la figura 22, se localiz6 una caja similar a la secuencia de reconocimiento de NarL con una puntuacién
considerable (de 5.24, considerando que la puntuacion minimo es de 0.25 y la maxima de 5.39). Esta caja
esta localizada rio arriba de la probable caja de unién a 6> y se sobrelapa con la repeticion invertida (figura
25).

AMKS58_RS11565

ﬁ/

AMK58_RS11555 (gltX) AMK58_RS11560 (ipdC)

altX
—

gacggacatgcgggcatcattcgaaagtcgggacagggcggcagtcgtagcacgeccgegegce
V S M

cggtccgaaagacgcccatcaggcgccgcggggtctatcgegttecggegeccgatecgetete

Caja NarL (consenso)

cata¥YnBnnnnnnnBtaa

Probable caja MibR

ccacccctccacaatttcecggedeatatggattgtttegaatfgaacaattettgecgeggag

Caja ¢ (consenso)

tggeacgnnnnt tgew +1 Probable caja LibR

ttagcaatacat]
Caja SIyA

cgdtggcggaggcgatgcﬂgtccc!ctgtgcgggttttcgg

CCCgCJgaaacctattggaacg

Probable caja¢® AUXRE

ggagagcggccatgaagetggccgaagccttgectgegegecgetgaaggatcgecggegcacag

M K L A E A L L R AL K D R G A Q
—_—

ipdC

Figura 25. Prediccion bioinformaética de los sitios de unién a LibR y MibR en la region reguladora de ipdC. Las probables
cajas LibR, MibR y 6% se muestran en cuadros negros. La caja AuxRE esté indicada con una linea discontinua y el inicio de la
region codificante de ipdC y gltX esta indicado con flechas negras. Y=CoT;B=T,CoG.

En el promotor de ipdC se encontrd una secuencia que presenta alta homologia a la secuencia de union 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 caracteristica de ser palindromicas o seudopalindrémicas (Perera 6 Grove, 2010),
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aunque algunos homélogos pueden unirse a secuencias totalmente degeneradas (Rouanet et al., 2004) por
lo que ha sido dificil establecer una secuencia consenso de union. Debido a esto, no ha sido posible generar

una PWM para proteinas de la familia MarR en servidores como PRODORIC.

7.15. Clonacion y expresion 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
plasmido de expresién PGEX-4T1 (GE Healthcare Life Sciences) obteniendo los plasmidos pGEXGST-
libR y pGEXGST-mibR, respectivamente, los cuales fueron comprobados por secuenciacion (no mostrado).
En pGEXGST-libR, libR qued6 fusionado de manera traduccional al gen gst generando una proteina hibrida
GST-libR de aproximadamente 49 kDa. De igual forma, en pGEXGST-mibR, mibR quedd fusionado de
manera traduccional al gen gst generando una proteina hibrida GST-mibR de aproximadamente 43 kDa.
Ambos plasmidos se transfirieron de manera separada a E. coli BL21 y se evaluaron las condiciones para
la expresion de ambas proteinas. La maxima expresion de LibR y MibR se obtuvo en medio LB (DOgoo de
~0.5) complementado con 0.1 mM de IPTG como inductor con un tiempo de induccién de 3 horas a 22 °C.
Como se muestra en la figura 26, la mayor cantidad de proteina tanto de LibR como de MibR se obtuvo en

la fraccién soluble (sobrenadante).

LibR MibR
[ \ [ \
A & » 8
\)é\‘ o gsbo oé\‘ \°‘°‘ >
S < N &b & &

75 KD

S0KD
GST-LibR

37kD > GST-MibR

25kD

Figura 26. Expresion 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 proteinas 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 proteinas obtenidas de un cultivo
con 0.1 mM de IPTG; en los carriles 4 y 8 se muestra el extracto de las proteinas obtenidas del sobrenadante despues de la lisis
celular; en los carriles 5 y 9 se muestra el extracto de las proteinas obtenidas de la pastilla despues de la lisis celular.
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8. DISCUSION

La biosintesis 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 estimulacién del desarrollo de la planta.
Se han realizado importantes avances particularmente en el estudio de las vias de biosintesis de
AlA'y de los genes implicados en cada una de ellas. En A. brasilense y en otras PGPRs, uno de
los genes claves en la biosintesis de AlIA 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 expresion del gen,
entre ellos, un elemento de respuesta a auxinas, un probable sitio de union para el factor ¢>*, una
repeticion invertida (ATTGTTTC(GAAT)GAAACAAT), dos secuencias palindromes, un
probable sitio de unidn a ribosoma, asi como el sitio de inicio de la transcripcion (Rothballer et
al., 2005, Lambrecht et al., 1999, Vande Broek et al., 2005) (figura 6). En A. brasilense Sp245 la
region reguladora de ipdC contiene una secuencia de 150 pb que no estd presente en otras cepas
como la Sp7 y SM (Rothballer et al., 2005; Malhotra & Srivastava, 2008). Esta variabilidad podria
estar directamente relacionada con la cantidad de AIA producido cuando se analizan diferentes
cepas de A. brasilense, por lo cual en este trabajo se analizo la variabilidad de la region codificante
de ipdC asi como de la regidn del extremo 5 de Azospirillum spp. aisladas de diferentes plantas y
sitios geograficos (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 Il de 1.9 kb (tomando como
referencia la cepa Sp7). Esta diferencia en el tamafio de los amplicones se debi6 a que, de la misma
forma que en la cepa Sp245, algunas poseen una secuencia de 150 pb en la region reguladora de
ipdC misma que no esta presente en otras cepas como la 42M, C15 y 15-2B (figura 9). Ademas,
se encontrd 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 biosintesis de AIA pero no la expresion de ipdC (Vande Broek et al.,
2005; Malhotra & Srivastava, 2008), mientras que en otras cepas este gen no esta presente. Se
propone que las bacterias que carecen de iaaC la biosintesis de AIA se regula de manera diferente
(Malhotra & Srivastava, 2008). La cuantificacion de AIA mostré que esta diferencia en el
promotor de ipdC no tiene una correlacion con la cantidad de AIA producido (figura 12). Por otro

lado, el andlisis de la secuencia de nucleotidos de ipdC y de la secuencia deducida de aminoacidos
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mostré que no existe variabilidad entre las cepas de A. brasilense estudiadas a pesar de haber sido
aisladas de diferentes plantas y sitios geograficos. ipdC resulto estar muy conservado en un total
de 34 cepas de A. brasilense analizadas (Jijon-Moreno et al., 2015), lo cual indica que la via del
acido indol-3-pirtvico estd 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 asociacion exitosa con su planta hospedera.

Desde el aislamiento, clonacion y secuenciacion de ipdC en A. brasilense (Zimmer et al., 1998) se
han realizado importantes avances en cuanto a su regulacion a nivel fisiolégico. En A. brasilense,
ipdC se induce en respuesta a varios factores como el pH &cido y bajo condiciones anaerdbicas
(Ona et al., 2005, Vande Broek et al., 2005), auxinas como el AIA y el acido naftalenoacético, el
acido 2,4-diclorofenoxipropidnico y por el &cido clorofenoxiacético (Malhotra and Srivastava,
2008; Vande Broek et al., 1999). Se propone que la respuesta al AlIA podria estar mediada por
reguladores transcripcionales que utilizan esta auxina como ligando para modular la transcripcion
de ipdC a través de un mecanismo similar a la regulacion de la expresion de genes de respuesta a
auxinas de Arabidopsis thaliana y otras plantas (Mockaitis 6 Stelle, 2008). Esta hipdtesis es
apoyada por el hecho de que en el promotor de ipdC existe una repeticion invertida que es
importante para la induccion de la expresion de ipdC por el AIA (Vande Broek et al., 2005) y
podria ser el sitio de union para algun factor de transcripcion que utiliza el AIA como ligando para
modular la expresion de ipdC.

En E. cloacae, la expresion de ipdC es regulada de manera positiva por el regulador transcripcional
TyrR el cual regula la expresion de genes involucrados en el transporte y metabolismo de
aminoacidos en E. coli en respuesta a aminoacidos aromaticos como el triptéfano, tirosina y
fenilalanina (Ryu & Patten, 2008; Pittard et al, 2005). En este trabajo, a través de un anlisis
bioinformatico se localizé un gen en el genoma de A. brasilense Sp7 que codifica una proteina
homologa a TyrR de E. coli la cual posee un domino PAS en el extremo amino terminal, un
dominio de interaccion con el factor ¢>* en el dominio central y un motivo HTH en el extremo
carboxilo terminal (figura 13a). Estas caracteristicas la agrupan en la familia de las proteinas de
unién a potenciadores bacteriano (bEBPS) las cuales regulan la expresion de genes dependientes
de ¢>* (Bush & Dixon, 2012). El alineamiento multiple mostr6 que TyrR de la cepa Sp7 posee un

motivo GSFTGA (figura 13b) que no esta presente en otros homoélogos como TyrR de E. coli ni
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en TyrR de E. cloacae. Este motivo es importante para la interaccion con ¢°* y suele ser
caracteristico de las bEBPs (Bush & Dixon, 2012). De hecho, las bEBPs que carecen de este
motivo no son capaces de regular la expresion de genes dependientes de ¢ (Pittard et al., 2005).
La presencia de una probable caja de unién a ¢>* en el promotor de ipdC condujo a formular la
hipdtesis que su expresion podria ser regulada por una bEBP como TyrR. Para corroborar esta
hipdtesis, se generd una cepa mutante en el gen tyrR, la cual se denomind A. brasilense 2116. En
la cepa 2116 la produccién de AIA disminuy6 en alrededor de un 18% comparada con la cepa
silvestre Sp7 en fase exponencial del crecimiento, sin embargo, en fase estacionaria el nivel de
produccién fue similar al de la cepa silvestre (figura 14, tabla 5). Un analisis transcripcional
utilizando una fusion transcripcional cromosomica ipdC-lacZ mostré que TyrR no esta implicado
en la regulacion de la expresion de ipdC ya que la actividad enzimatica de la B-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 encontrd ninguna caja similar a la secuencia de reconocimiento de
TyrR. Una posible explicacion a la disminucion en la biosintesis de AIA en la mutante 2116 es
que la mutacion de tyrR afectd la expresion de genes implicados de manera indirecta en la
biosintesis de AIA. Esta hipdtesis se apoya por el hecho de que un analisis bioinformético del
genoma de A brasilense Sp7 mostré la presencia de probables sitios de union para TyrR en
promotores de genes cuyos productos proteicos podrian estar implicados en el transporte y
biosintesis de triptéfano, el precursor para la biosintesis de AIA, pero no en la region 5°rio arriba
de ipdC . Por ejemplo, una de las cajas TyrR se encontro 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
biosintesis de triptéfano, y un sitio rio arriba del gen AMK58 RS12605, el cual codifica una
fosforribosil antranilatoisomerasa (TrpF) implicada en la tercera etapa de la biosintesis de
triptéfano (Dosselaere 6 Vanderleyden, 2001) (tabla 7). En A. brasilense, trpD se identifico como
parte de un operdn junto con trpG y trpC que al ser expresado en A. irakense KA3, una cepa con
una baja produccién de AlA, caus6 un aumento en la biosintesis de esta fitohormona (Zimmer et
al., 1991; Zimmer 6 Elmerich, 1992).

El analisis bioinformético predijo varios sitios de union a TyrR en la region intergénica entre tyrR

y el gen AMK58 RS07035 el cual codifica para una D-aminoacido deshidrogenasa (GenBank:
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ALJ35196), que esta implicada en el catabolismo de aminoacidos como la L-alanina a través de la
desaminacion oxidativa de la D-alanina para producir amonio y piruvato (Reitzer, 1996). Tres de
estas cajas estan localizadas inmediatamente rio arriba de tyrR lo cual sugiere que TyrR regula su
propia expresion de forma similar que en E. coli (Kamakaris ¢ Pittard, 1982) (Tabla7). Otras tres
cajas TyrR se encontraron en una region adyacente a una probable caja de union al factor ¢>*
(CGCAAACGCGATGCCA) rio arriba del gen dadA, lo cual sugiere que TyrR y el factor ¢>*
podrian regular de manera positiva la expresion 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 podria ser capaz
de interactuar con el factor °* para regular la transcripcion a diferencia de sus homélogos 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 mostr6 un crecimiento
considerable formando pequefios fléculos después de las 48 horas de crecimiento (figura 3). La
presencia de probables sitios de unién a TyrR y para el factor ¢°* rio arriba de genes de transporte
de tipo ABC de aminoécidos sugiere que demas de regular el catabolismo de la D-alanina, TyrR'y
c>* podrian regular el transporte de éste y otros aminoacidos 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 captacién y
metabolismo de fuentes de carbono y nitrégeno 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 expresion de ipdC, en este trabajo
se llevaron a cabo ensayos de cromatografia de afinidad a DNA, la cual es una técnica que ha sido
utilizada en diversos trabajos para la identificacién de proteinas de union 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 espectrometria de masas, se aislaron e
identificaron dos proteinas con dominios HTH caracteristico de la mayoria de los reguladores
transcripcionales, las cuales interactuaron con el promotor de ipdC utilizado como sonda (figura
16). Una de estas proteinas corresponde a un regulador transcripcional de la familia LuxR el cual,

debido a su participacion en la biosintesis de AIA, fue nombrado LibR (LuxR-family indole-3-
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acetic acid biosynthesis regulator) (figura 16). En la mayoria de las bacterias Gram-negativas como
Vibrio fischeri, Pseudomonas aeruginosa y Agrobacteium tumefaciens, los reguladores
transcripcionales de la familia LuxR estan implicados en un sistema de sefializacion 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 unién al autoinductor de un
regulador transcripcional de la familia LuxR, el cual a su vez se une al DNA para regular la
expresion génica (Miller 6 Bassler, 2001). Aunque LibR se agrupa dentro de la familia LuxR de
reguladores transcripcionales, no posee un dominio de unién al autoinductor, en su lugar, posee
un dominio REC caracteristico de los reguladores de sistemas de doble componente como NarL u
OmpR (Galperin, 2006). Este sistema involucra a la cinasa histidinica que, tras detectar una
determinada sefial del entorno, se autofosforila en un residuo de histidina y posteriormente este
grupo fosforilo es transferido a un residuo de &cido aspartico (D) del dominio REC del regulador
transcripcional, promoviendo un cambio conformacional del dominio REC favoreciendo la
formacion de homodimeros para unirse a secuencias especificas del DNA regulando el inicio de
la transcripcién (Kern et al., 1999, Leoni et al., 2003). En otros casos, la fosforilacion del dominio
REC induce un cambio conformacional en el regulador transcripcional que provoca su disociacion
del DNA (Plate 6 Marletta, 2013). La presencia de un residuo D conservado en el dominio REC
de LibR, sugiere que la fosforilacion 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 histidinica como el regulador de la respuesta estan codificados de manera adyacente
en el genoma (Stewart, 1993; Rodriguez-Moya et al., 2010), sin embargo, el analisis de la relacion
sinténica entre cepas de Azospirillum spp. no mostré la presencia de alguna cinasa histidinica en
la region cercana a libR en ninguna de las cepas analizadas (figura complementaria C2). A.
brasilense posee 74 cinasas histidinicas clasicas y 55 hibridas (Borland et al., 2015) por lo que es
probable que alguna de ellas regule el estado de fosforilacion de LibR actuando como una cinasa
histidinica y probablemente como una fosfatasa modulando su actividad reguladora sobre ipdC.

Los reguladores con dominios REC-LuxR estan implicados en diversos procesos celulares como
la floculacion y biosintesis de exopolisacaridos (EPS) (Pereg-Gerk et al., 1998), respiracion
mediada por nitrato (Stewart, 1993), fijacion de nitrégeno (Foussard et al., 1997), formacion de

biofilm (Dubern et al., 2008) y la utilizacion de fuentes de carbono como la ectoina (Rodriguez-
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Moya et al., 2010) y se unen a secuencias de DNA que tienen la caracteristica de ser repeticiones
invertidas (Darwin 6 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 union a DNA (Belcheva et al., 2009: Davlieva et al., 2015).

Con el fin de analizar la participacion de LibR en la biosintesis de AIA, se gener0 una mutante en
el gen libR la cual se denomind A. brasilense 2113. La cuantificacion de AIA mostrd que la
produccion de esta fitohormona disminuyé en alrededor de un 31% comparado con la cepa
silvestre lo cual indica claramente que LibR regula de manera positiva la biosintesis de AIA en A.
brasilense. La complementacion en trans de la mutante 2113 con el gen silvestre libR restauré la
biosintesis de AIA, lo cual indica que la afectacion en este fenotipo se debid especificamente a la
mutacién de libR y no como resultado de un efecto polar (figuras 22 y 23). Por otro lado, mediante
RT-gPCR se encontrd que la expresion de ipdC se afecto significativamente tras la mutacion de

libR, lo cual indica que LibR regula de manera positiva la expresion de ipdC (figura 24).

Un analisis fenotipico adicional a la produccion de AIA mostr6 que la mutacion de libR afectd la
capacidad de la bacteria para absorber el rojo congo en medio sélido formando colonias opacas a
diferencia de la cepa silvestre la cual formd colonias de color rojo escarlata caracteristico de cepas
de A. brasilense (figura 4). Cuando la cepa 2113 se complement6 en trans con el gen silvestre
libR, dicho fenotipo se restaur6 observandose colonias con un color rojo incluso méas intenso
comparado con la cepa silvestre (figura 4). Este cambio de coloracion generalmente esta asociado
a la afectacion en la produccion de EPS y se ha utilizado como una técnica rapida para cuantificar
su produccion en diversas bacterias (Freeman et al., 1989). De hecho, la mutante 2113 produjo
alrededor de un 50% menos exopolisacaridos y biopelicula comparado con la cepa silvestre
(resultados no mostrados). Estos resultados sugieren que LibR y probablemente otros reguladores
de la familia LuxR regulan tanto la produccién de biopelicula como de AIA en A. brasilense. Es
probable que ambos procesos estén acoplados a través de un mecanismo adn desconocido. Esta
hipdtesis es apoyada por otros trabajos en el que se ha encontrado que el AIA induce la expresion
de genes de biosintesis de EPS en Bradyrhizobium japonicum (Donati et al., 2013) y en A.

brasilense (Puyvelde et al., 2011).
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Como se menciond anteriormente, se propone que la expresion de ipdC podria ser dependiente del
factor 6>* debido a la presencia de una probable caja de union a 6> en la region reguladora de ipdC
(figura 3). La activacion de la transcripcion de genes dependientes de o°*, un factor de
transcripcion de la familia de las bEBPs interactlia con ¢ a través de un motivo GAFTGA
presente en el dominio AAA (ATPasas asociadas a varias actividades celulares) y acopla la energia
generada por la hidroélisis de ATP lo cual permite la formacion del complejo abierto en el proceso
de la transcripcion (Bush & Dixon, 2012). De acuerdo al analisis bioinformatico, LibR no posee
ningan dominio caracteristico 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
expresion de genes dependientes de ¢°* (Studholme & Doxon, 2003), sin embargo, existe la
evidencia de que proteinas que no pertenecen a la familia de las bEBPs pueden participar en la
regulacion de la expresion de genes dependientes de ¢>* (Huo et al., 2006; Bertoni et al., 1998;
Wang et al., 1998). EraR es un regulador atipico de A. brasilense Sp7 debido a que a pesar de
carecer de los motivos caracteristicos de las bEBPs es capaz de interactuar con ¢ para regular la
expresion del gen lexA el cual codifica una quinoproteina alcohol deshidrogenasa implicada en la
utilizacion 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, interactiie con > para regular la

expresion de ipdC.

Ademaés de LibR, el analisis por espectrometria de masas de las bandas secuenciadas mostré la
presencia de un regulador transcripcional de la familia MarR la cual no ha sido caracterizada en
A. brasilense (figura 16). Debido a su participacion en la biosintesis de AlA, esta proteina se
nombro MibR. Los reguladores transcripcionales de la familia MarR constituyen un grupo diverso
de proteinas encontradas en bacterias y arqueobacterias que actian como represores 0 como
activadores de la transcripcion de genes implicados en diversos procesos celulares como la
resistencia a antibidticos, respuesta a diversos tipos de estrés, virulencia y catabolismo de
compuestos aromaticos (Perera & 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 caracteristica de ser
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palindrémicas o pseudopalindrémicas (Perera & Grove, 2010), aunque algunos homélogos pueden
unirse a secuencias totalmente degeneradas (Rouanet et al., 2004) por lo que ha sido dificil
establecer una secuencia consenso de unién. Estas secuencias suelen estar muy cerca o incluso se
traslapan con el promotor, por lo cual, la union del regulador transcripcional bloguea el acceso de
la RNA polimerasa al promotor (Martin 6 Rosner, 1995). A este tipo de represion se le conoce
como represion por impedimento estérico (Browning 6 Busby, 2016) y es uno de los mecanismos
mas comunes de represion de la expresion de genes bacterianos.

Otra de las caracteristicas de la mayoria de los reguladores transcripcionales de la familia MarR
es que su actividad reguladora requiere de la union de ligandos especificos que les permiten unirse
o disociarse del DNA modulando asi la expresion génica. Algunos de estos ligandos suelen ser
metabolitos derivados de vias biosintéticas que son reguladas por el propio regulador
transcripcional al que se unen (Zhu et al., 2013), por ejemplo, el antibidtico pentalenolactona sirve
como ligando de PenR de Streptomyces exfoliatus provocando la liberacion de la proteina del DNA
(Zhu et al., 2013). Se ha demostrado que el AIA puede modular la expresion génica en bacterias
actuando como un ligando de reguladores transcripcionales. Mediante ensayos de EMSA, se
encontr6 que lacR de A. baumannii se une al promotor del oper6n iac, cuyos genes que lo
constituyen estan implicados en la degradacion de AlA, reprimiendo su expresion, sin embargo,
en presencia de AIA el regulador perdi6 su capacidad para unirse al DNA, lo cual sugiere que el
AlA podria interactuar con lacR causando que éste se disocie del promotor permitiendo asi la
expresion del operon iac (Shu et al., 2015).

Los resultados de RT-gPCR mostraron que la mutacion de mibR caus6 una ligera disminucién
tanto en la expresion de ipdC como en la biosintesis de AIA (figuras 22, 23 y 24), lo cual indica
que MibR no actia como un represor de ipdC, sino posiblemente como un activador para la
expresion de ipdC. Otra posible explicacién a este comportamiento es que posiblemente la
expresion de mibR sea un proceso estrictamente controlado el cual no fue posible imitar bajo las
condiciones de trabajo. La funcién de MibR como regulador positivo de la expresion de ipdC fue
mas evidente cuando libR se muto en el fondo genético de la mutante 2114 (doble mutante A.
brasilense 2115) ya que se observé un mayor efecto tanto en la expresion de ipdC como en la
biosintesis de AIA comparado con la mutacion 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 podrian
estar implicados en la biosintesis de AlA. Esta hipotesis es apoyada por el hecho de que de acuerdo
al analisis in silico del genoma de la cepa Sp7 existen, ademas de libR, 15 genes que codifican
proteinas con domios REC-LuxR y, ademas de MibR, 8 genes que codifican proteinas de la familia
MarR (figuras complementarias C3 y C7). Uno de estos paralogos incluye al regulador
transcripcional FICA, el cual esta implicado en la biosintesis de polisacarido capsular, floculacion
y colonizacion a la raiz de trigo en A. brasilense Sp7 (Pereg-Gerk et al., 1998). FIcA, al igual que
LibR, contiene un dominio REC en el carboxilo terminal y un dominio HTH en el amino terminal
caracteristico de los reguladores transcripcionales de la familia LuxR. Ambas proteinas comparten
una identidad del 63% (76% de similitud) (figura 17). Otra posible explicacién a la produccion
residual de AIA en la cepa 2115 es que otro factor o factores de transcripcion que no fueron
aislados con la metodologia utilizada podrian también estar implicados en la regulacién 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 transcripcion de ipdC a una menor tasa de expresion.

El andlisis in silico del promotor de ipdC mostrd la existencia de una secuencia similar a la
secuencia de union para factores de transcripcién de la familia LuxR como NarL, asi como una
secuencia similar a la secuencia de union para factores de transcripcion de la familia MarR como
SIyA (figura 25). Ambas secuencias se traslapan una con otra y se localizan en una repeticién
invertida adyacente a una probable caja de union a c®*. En un trabajo previo se publico la evidencia
de la presencia de dos proteinas, (denominadas proteina A y proteina B) que se unen a dicha
repeticion invertida del promotor de ipdC en A. lipoferum (Yagi et al., 2001). La proteina A, se
une a la secuencia 5"-TGAAACAATTCT-3", mientras que el sitio de union de la proteina B abarca
toda la repeticién invertida 5"-TGGATTGTTTCGAATGAAACAATTCT-3', sin embargo, estas
proteinas no fueron identificadas. Tomando como referencia estos antecedentes y los resultados
de este trabajo se sugiere que la expresion de ipdC es regulada de manera positiva por LibR y
MibR los cuales compiten por el sitio de unién en el promotor de ipdC en respuesta a sefiales
intracelulares o extracelulares especificas ain desconocidas. Este mecanismo de competencia por
el sitio de union 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 transcripcion del operon virB cuyos genes que lo

constituyen codifican el sistema de secrecion 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 regulacion 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 expresion de ipdC a un bajo nivel de
expresion. Este bajo nivel de expresion probablemente se debe a que MibR no interactia
adecuadamente con el factor sigma debido a que carece del dominio de unién a ¢ tal y como lo
muestra el analisis bioinformatico (figura 19). En esta fase de crecimiento comienza la sintesis de
AlA el cual, alcanza un nivel que le permite unirse a MibR provocando un cambio conformacional
que causa que éste se disocie del DNA. La disociacioén de MibR del promotor permite la union de
LibR en su estado fosforilado el cual interactda fisicamente con el factor ¢ para activar la
expresion de ipdC a una mayor tasa de expresion cuando la densidad celular alcanza la fase
estacionaria de crecimiento (figura 27).

Los resultados de este trabajo indican que la regulacion de la expresion 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, seran necesarios otros estudios que permitan saber
si: 1) otras proteinas de la familia MarR y/o de la familia LuxR presentes en la cepa Sp7 participan
en la expresion de ipdC y en la biosintesis de AlA, 2) si LibR y MibR se unen de manera especifica
al promotor de ipdC, 3) si la union de LibR al DNA requiere de la forforilacion del domio REC y
4) si el AlA u otro cofactor son necesarios para la union o disociacion de uno o ambos reguladores
del DNA. En conjunto, dichos experimentos junto con los presentados en este trabajo permitiran

esclarecer el mecanismo molecular por el cual A. brasilense regula la biosintesis de AlA.
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Modelo propuesto de la regulacion transcripcional de ipdC en A. brasilense Sp7

a. Fase exponencial temprana de crecimiento

Bajo nivel de
produccién de AIA

Bajo nivel de
expresion de ipdC

ipdC >_> ATV W W

CajaMibR-LibR -24  -12

b. Fase exponencial tardia de crecimiento

,’%

Nivel basal de

produccion de AIA

(_\, N
"0 \ e

AT T T
ipdC > —_ T

] ]
Caja MibR-LibR -24  -12

c. Fase estacionaria de crecimiento

Alto nivel de
produccién de AIA
Alto nivel de
expresion de ipdC
LR e W e N
ipdC > — P e
L N e NV Y
L N e NV Y

Figura 27. Modelo propuesto de la regulacion transcripcional de ipdC en A. brasilense Sp7. (a) En fase exponencial temprana del
crecimiento bacteriano, MibR se une al promotor en ausencia de AlA activando la expresion de ipdC junto con el factor sigma 54 a un
bajo nivel de expresion. Este bajo nivel de expresion probablemente se debe a que MarR no interactia adecuadamente con el factor
sigma debido a que carece del dominio de union a ¢ o posiblemente debido a una interaccion débil con el DNA. (b) En la fase
exponencial tardia de crecimiento, comienza la sintesis de AIA (mostrado en circulos 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 concentracién de AIA mantiene a MibR en su estado inactivo permitiendo la unién de LibR
fosforilado al promotor (mostrado con un circulo amarillo) el cual posiblemente interactda fisicamente con la RNA polimerasa y con
el factor > (mostrado con estrellas de color rojo) para activar la expresion de ipdC a una mayor tasa de expresion.
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9. CONCLUSIONES

En este trabajo se encontr6 que ipdC, el gen que codifica la enzima fenilpiruvato descarboxilasa (PPDC)
estda muy conservado en diversas cepas de A. brasilense aisladas de diferentes plantas y regiones
geogréficas. La secuencia de nucleétidos de la region reguladora de ipdC y la secuencia deducida de
aminoécidos 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 expresion de ipdC y la
biosintesis de AIA en A. brasilense. La participacién de ambos reguladores transcripcionales en la
expresion de ipdC sugiere que A. brasilense modula la biosintesis de AlIA a través de un mecanismo

complejo que merece futuras investigaciones.

10.TRABAJOS FUTUROS

Seran necesarios otros experimentos que permitan dar respuesta a las siguientes preguntas:

1) ¢LibR y MibR se unen de manera especifica al promotor de ipdC?

2) ¢El AlA u otro cofactor son necesarios para la union o disociacion de uno o ambos reguladores del DNA?

3) ¢La unién de LibR al DNA requiere de la fosforilacion del domio REC?

4) ;LibR y MibR interacttan fisicamente para modular la expresion de ipdC?

Para saber si LibR y MibR se unen de manera especifica al promotor de ipdC se propone:

Purificar ambas proteinas y realizar ensayos de retardo de la movilidad en gel (EMSA) considerando lo

siguiente:

» Es probable que la unién al DNA (o disociacién) de LibR, MibR o ambos requiera de la presencia de
moléculas como el AlA y el triptéfano que actten como ligandos.

» Es probable que la unién de LibR al DNA requiera de la fosforilacion del dominio REC, por lo que
podria ser necesario el uso de un donador de fosfatos (p. ej. acetil fosfato).

Por otro lado, para saber si LibR y MibR interacttan fisicamente para unirse al DNA se propone:

Realizar ensayos de doble hibrido bacteriano
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De acuerdo a los resultados de este trabajo, LibR es un regulador transcripcional que estd implicado en la
biosintesis de AlA y presenta una alta homologia con FIcA, un regulador transcripcional de la familia LuxR
implicado en la biosintesis de exopolisacaridos en A. brasilense (Pereg-Gerk et al., 1998). Ademas, se
mostro la evidencia que LibR también podria estar implicado en la produccién de exopolisacaridos.

Este hallazgo puede servir como base para trabajos futuros que puedan dar respuesta a las siguientes
preguntas:

¢Existe una relacion fisiologica y/o bioquimica entre la biosintesis de AIA y la produccion de
exopolisacéridos?. Si es asi, ¢cudl es el mecanismo molecular por el que ambos procesos estan acoplados?.

¢Este mecanismo podria 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 4. brasilense en MMAB con malato.

—#— A brasilense Sp7 (Silvestre) A. brasilense 2116 (tyrR::GmR)
1,6 == A brasilense 2112 (ipdC::lacZ-KmR) A. brasilense 2117 (ipdC::lacZ-KmR tyrR::GmR)
14

12 e

S8
o
0,6
0,4

0,2 /2—/
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Figura C1. Cinética de crecimiento de las cepas Sp7, 2112, 2116 y 2117 en medio minimo con malato como fuente de
carbono. Las cepas se crecieron en MMAB con 37 mM de malato como se describié en material y métodos. El crecimiento fue

monitoreado midiendo la DOsoo 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 bioldgicas y las barras de error representan la desviacion estandar.
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Figura C2. Relacion sinténica de genes homodlogos a /ibR en bacterias del género Azospirillum
con respecto a 4. brasilense Sp7

A. brasilense Sp7 n},tﬁs’
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Figura C2. Relacion sinténica de genes homdlogos a libR en bacterias del género Azospirillum con respecto a A. brasilense
Sp7. Representacion esquematica que muestra la sintenia de libR (representado con una flecha roja) en bacterias del género
Azospirillum. La secuencia de nucleétidos de libR de A. brasilense Sp7 se utilizd para realizar la busqueda de genes homélogos 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 homologos unos con otros.
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Figura C3. LibR y proteinas homologas de la familia LuxR con dominios REC-HTH encontradas
en el genoma de A4. brasilense Sp7
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aa 1-115 aa 160-217
AMKS58_RS03520 221
(WP_014241328.1) & REC HTH-LuxR
aa 2-120 aa 152-209
AMK58_RS07295 214
WP_035673575.1) REC HTH-LuxR
(WP ) aa 1-114 aa 148-205

AMKS58_RS07055

(WP_035673487.1) -
AMKS58_RS08060 20
(WP_059398793.1) m a7
AMKS58_RS03800 29
(WP_059398640.1)  m e

AMK58_RS08735 c 200
WP_035674364.1 RE HTH-LuxR
(WP_ ) = aa 4-115 aa 139-196

AMK58_RS14380 218
(WP_079285718.1) aal}?E_clt28
AMKS58_RS24470 203
(WP_035680061.1) s aaR7l?f:l .
AMKS58_RS22840 208
(WP_035679504.1) s aaFsz_ti23

FixJ 215
(WP_059399546.1) | aaRElCl )

AMKS58_RS22070 290
(WP_051140697.1) m— REC HTH-LuxR
aa 63-181 aa 228-285

AMKS58_RS22065 252
(WP_079284995.]) s aangE-(fe,e
AMKS58_RS25860 226
(WP_014200193.1) u aaR4l§fl ;

Figura C3. LibR y proteinas homologas de la familia LuxR con dominios REC-HTH localizadas en el genoma de A.
brasilense Sp7. La prediccion de los dominios de cada proteina se realiz6 con el servidor SMART. Se indica la longitud en
aminoacidos de cada dominio y la longitud de la secuencia completa de cada proteina, asi como sus respectivos nimeros de acceso
en NCBI.
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Figura C4. Alineamiento multiple del dominio REC de LibR con el dominio REC de proteinas
homologas encontradas en el genoma de 4. brasilense Sp7
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Figura C4. Alineamiento multiple del dominio REC de LibR con el dominio REC de proteinas homdlogas localizadas en el
genoma de A. brasilense Sp7. Las secuencias mostradas en el alineamiento corresponden a las secuencias de aminoacidos del
dominio REC de LibR (ndmero de acceso en GenBank WP_035678594.1), de FIlcA (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 AMKS58_RS22065

(WP_079284995.1) y de NarL (WP_014200193.1). El alineamiento multiple se realizé con el programa Clustal Omega. En color
negro y en gris se indican las regiones del alineamiento con 100% de identidad y 100% de similitud, respectivamente y fueron
resaltadas utilizando el servidor bioinformatico Multiple Align Show (http://www.bioinformatics.org/sms/index.html). La
prediccion de la estructura secundaria se realizo con Phyre?. Las hélices verdes representan las o hélices y las flechas azules las

hojas B plegadas.
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Figura CS5. Alineamiento multiple del dominio HTH de LibR con el dominio HTH de proteinas
homologas localizadas en el genoma de 4. brasilense Sp7

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr

o e e ] B el B e S S s

LibR DHLLTQRQREMLDRLRE[EKSNKOMNHEMGLSEGIVKIEBIMTAIFKSLGVRNRTQAAMAF 58
FlcA AYGLTQRQREMLDCLRA[GK SNKOMNYEMGLSEGWVKIBVTAIFKSLGVKNRTQAVIAA 58
AMK58_RSO3795 GDQLTPRQRDMLNRLRD[EK SNKOMWNHEMGLTEGIWVKVEBIVTAILRQLGVRNRTQAAITA 58
AMK58 RS03520 LSTLTAQQLRMLEMLGTEKLNKEMAYEMSITETWVKARIVSATILQKLKVYSRTQAVVFA 58
AMK58_RSO7295 FDGMTRRQLEMLDLLAQELSNOEMEERIMGLNLSIVKTEIVTGVLKALGVGSRTQAVLLV 58
AMK58 RS07055 LGRLTDRQRDMFQLLLA[GHSNKEMAREMGVLEGMVKVEIVRAIMQKLGVRNRTQVAVVA 58
AMK58_RSOBO6O RKGLSQREVOQMLRCLLN[ED SINKMIPSNHIN I TEAWVKVBILKSLLRKINASNRTQAAIWA 58
AMK58 RS03800 RKGLSQREIQEMLRCLLN[ENSNKMIPANHSHI TEANVKVEILKSLLRKINASNRTQAAIWA 58
AMK58 RS08735 LATLTQRERQMMGLVVAIQKLINKVERNDEMGI SMRWVEVERIRAHVFEKMGVKTAVELARML 58
AMK58_R514380 FRSLTPREREMMRLVAA[OLNKOMNAEMOLSE IMVKVEIRASVMRKMQARSLPDLVRIA 58
AMK58 RS24470 LARLTPRERQMADLVVQIYKPNKVIFNAERNLS LKWVEVERIRHNVMDKLEVASVSDLTRLL 58
AMK58_RS22840 LALLSPRERDMAALMVE[CANKAMNIRIMGIGVRIVETEIRANILSKLDIRTVPELMRLW 58
FixJd LSSLTPRERDMLOWLVE[EKSNKVEPNFEMSTISPRIWVEIBIRARVMEKMRADSLPSLVRMA 58
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Figura C5. Alineamiento multiple del dominio HTH de LibR con el dominio HTH de proteinas homélogas encontradas en
el genoma de A. brasilense Sp7. Las secuencias mostradas en el alineamiento corresponden a las secuencias de aminoacidos del
dominio HTH de LibR (nimero de acceso en GenBank WP_035678594.1), de FIcA (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 multiple se realiz6 con el programa Clustal Omega. En color
negro y en gris se indican las regiones del alineamiento con 100% de identidad y 100% de similitud, respectivamente y fueron
resaltadas utilizando el servidor bioinforméatico Multiple Align Show (http://www.bioinformatics.org/sms/index.html). La
prediccion de la estructura secundaria se realizé con Phyre?. Las hélices verdes representan las o hélices. En la parte inferior se
muestra el diagrama weblogo (Crooks et al., 2004) que indica la prevalencia de aminoacidos en posiciones especificas y estan
coloreados de acuerdo a sus caracteristicas fisicoquimicas.
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Figura C6. Relacion sinténica de genes homodlogos a mibR en bacterias del género
Azospirillum con respecto a A. brasilense Sp7.
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Figura C6. Relacion sinténica de genes homdlogos a mibR en bacterias del género Azospirillum con respecto a A. brasilense
Sp7. Representacion esquematica que muestra la sintenia de mibR (representado con una flecha amarilla) en bacterias del género
Azospirillum. La secuencia de nucleétidos de libR de A. brasilense Sp7 se utilizd para realizar la busqueda de genes homologos 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 homaologos unos con otros.
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Figura C7. MibR y proteinas homologas de la familia MarR encontradas en el genoma de A.
brasilense Sp7

MibR
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Figura C7. MibR y proteinas homoélogas de la familia MarR encontradas en el genoma de A. brasilense Sp7. La prediccion
de los dominios de cada proteina se realizé con el servidor SMART. Se indica la longitud en aminoécidos del dominio HTH y la
longitud de la secuencia completa de cada proteina, asi como sus respectivos nimeros de acceso en NCBI.
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Figura C8. Alineamiento multiple del dominio HTH de MibR con el dominio HTH de proteinas
homologas encontradas en el genoma de 4. brasilense Sp7
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Figura C8. Alineamiento multiple del dominio HTH de MibR con el dominio HTH de proteinas homoélogas encontradas en
el genoma de A. brasilense Sp7. Las secuencias mostradas en el alineamiento corresponden a las secuencias de aminoacidos del
dominio HTH de MibR (nimero 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
AMKS58_RS26030 (WP_051140919.1) y de PcaV de Streptomyces coelicolor A3 (NP_630777.1). El alineamiento multiple se
realiz6 con el programa Clustal Omega. En color negro y en gris se indican las regiones del alineamiento con 100% de identidad y
100% de similitud, respectivamente y fueron resaltadas utilizando el servidor bioinformatico Multiple Align Show
(http://www.bioinformatics.org/sms/index.html).
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Figura C9. Cinética de crecimiento de cepas de A. brasilense en medio minimo con malato o con
gluconato
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Figura C9. Cinética de crecimiento de las cepas Sp7, 2112, 2113, 2114 y 2115 en medio minimo 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 describid
en material y métodos. El crecimiento fue monitoreado midiendo la DOsoo 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 bioldgicas y las barras de error
representan la desviacion estandar.
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Figura C10. Plasmidos construidos en este trabajo
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Plasmidos construidos en este trabajo (continuacion)

pJB3mibR-libR
PGEXGST-libR
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Figura C10. Plasmidos construidos en este trabajo. Se indican los sitios de restriccion para las enzimas utilizadas con
mayor frecuencia. Los sitios Unicos de restriccion se indican en negritas.
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Figura C11. Curvas de disociacion y determinacion de la eficiencia de amplificacion de ipdC,
gyrAy rho por RT-qPCR.
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Figura C11. Curvas de disociacion y determinacion de la eficiencia de amplificacion de ipdC, gyrA y rho por RT-qPCR.
(a) Curva de disociacion de ipdC. (b) Determinacion del coeficiente de determinacion (R?) y eficiencia de amplificacion de
ipdC. (c) Curva de disociacion de gyrA. (d) Determinacion del coeficiente de determinacion y eficiencia de amplificacion de
gyrA. (e) Curva de disociacion de rho. (f) Determinacion del coeficiente de determinacidn y eficiencia de amplificacion de rho.
Las reacciones para la RT-qPCR se realizaron por triplicado utilizando DNA genémico de A. brasilense Sp7. Para la
determinacion del coeficiente de determinacién y eficiencia de amplificacién agregaron 400, 40, 4 y 0.04 ng de DNA genémico
por cada reaccion de PCR (4 diluciones seriadas por triplicado) como se indic6 en material y métodos.
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Figura C12. Gréaficas de amplificacion de ipdC, gyrA y rho obtenidas por RT-gPCR.
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Figura C12. Gréficas de amplificacion de ipdC, gyrA y rho obtenidas por RT-gPCR. (a) Grafica de amplificacion
logaritmica de gyrA de las cepas Sp7, 2113, 2114 y 2115. (b) Grafica de amplificacion lineal de gyrA de las cepas Sp7, 2113,
2114y 2115. (c) Gréfica de amplificacion logaritmica de rho de las cepas Sp7, 2113, 2114 y 2115. (d) Gréafica de amplificacion
lineal de rho de las cepas Sp7, 2113, 2114 y 2115. (e) Gréfica de amplificacién logaritmica de ipdC de las cepas Sp7, 2113,
2114y 2115. (f) Grafica de amplificacion lineal de ipdC de las cepas Sp7, 2113, 2114 y 2115. Las reacciones para la RT-gPCR
se realizaron por triplicado utilizando cDNA de las cepas indicadas como se indicd en material y métodos.
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11.2 Tablas complementarias

Tabla C1. Medios de cultivo bacteriano utilizados en este trabajo

MEDIO DE | COMPONENTE CANTIDAD | PREPARACION
CULTIVO POR LITRO
LB 1. Peptona de caseina 109 Disolver poco a poco todos los componentes en 960 ml de
2. Extracto de levadura 59 agua bidestilada, ajustar a un pH de 7.0 con NaOH 1 N,
3. Cloruro de sodio 109 aforar a 1 litro con agua bidestilada y esterilizar a 15 Ib por
20 minutos. Almacenar a 4°C.
LB 1. Peptona de caseina 109 Disolver poco a poco todos los componentes en 960 ml de
modificado 2. Extracto de levadura 5¢g agua bidestilada, ajustar a un pH de 7.0 con NaOH 1 N,
3. Cloruro de sodio 5¢g aforar a 1 litro con agua bidestilada y esterilizar a 15 Ib por
4. Cloruro de calcio 0.367 g 20 minutos. Almacenar a 4°C.
5. Sulfato de magnesio 0.616 g
SoC 1. Peptona de caseina 20g Disolver poco a poco todos los componentes en 960 ml de
2. Extracto de levadura 59 agua bidestilada, ajustar a un pH de 7.0 con NaOH 1 N,
3. Glucosa 20 mM aforar a 1 litro con agua bidestilada y esterilizar a 5 Ib por
4.  Cloruro de sodio 10 mM 30 minutos. Almacenar a 4°C.
5.  Cloruro de potasio 25mM
6. Cloruro de magnesio 10 mM
MMAB con | 1. Acido malico 5¢g Preparar el componente 7 en solucién al 2%, el componente
malato 2. Fosfato de potasio monobé&sico 8 al 1%, el componente 9 al 0.2% y el componente 10 al 20%
(KH,POy) 0.87¢g (todos de manera separada en agua bidestilada) y por otro
3. Fosfato de potasio dibasico lado, preparar una solucién de oligoelementos concetrada
(K2HPOQy,) 1679 100 veces (100X) disolviendo cada uno de los componentes
4. Sulfato de magnesio heptahidratado 11-15 (todos en una misma solucién 100 veces mas de la
(MgS04.7H,0) 029 cantidad especificada por litro de medio) y esterilizar todas
5. Cloruro de sodio (NaCl) 01g las soluciones a 5 Ib por 30 minutos. Por otro lado, disolver
6. Hidroxido de potasio (KOH) 40g los componentes 1-6 (medio base) en 970 ml de agua
7. Cloruro de calcio dihidratado bidestilada, ajustar a un pH de 6.8 con KOH al 10%, aforar
(CaCl,.H,0) 0.02g a _991 ml con agua bidestila_da y esterilizar a 5 Ib por 30
8. Cloruro férrico (FeCls) 0.01g minutos. Dejar enfriar el r:ngdlo base a temperatura ambiente
9. Molibdato de sodio dihidratado y, en con_d,lcmnes de esterilidad, agregar 1 ml de cada una de
las soluciénes de los componentes 7, 8, 9 y de la solucion de
(REWII02170) 2.0mg oligoelementos y 5 ml de la solucién del componente 10
10. Cloruro de amonio (NH4CI) 10g AIr?wacenar a 40Cy P ’
11. Sulfato de manganeso (MnSQOy) 2.1 mg '
12. Acido boérico (HsBO3) 2.8mg
13. Sulfato de cobre pentahidratado
(CuS0,.5H,0) 0.04 mg
14. Sulfato de cobalto heptahidratado
(CoS0..7H;0) 0.04 mg
15. Sulfato de zinc heptahidratado
(ZnS0,4.7H,0) 0.24 mg
MMAB con | 1. Acido glucénico 8.18¢g Preparar el componente 6 en solucion al 2%, el componente
gluconato 2. Fosfato de potasio monobasico 7 al 1%, el componente 8 al 0.2% y el componente 9 al 20%
(KH,POy) 0.87g (todos de manera separada en agua bidestilada) y por otro
3. Fosfato de potasio dibésico lado, preparar una solucién de oligoelementos concetrada
(K2HPOy) 167¢g 100 veces (100X) disolviendo cada uno de los componentes
4. Sulfato de magnesio heptahidratado 10-14 (todos en una misma solucién 100 veces mas de la
(MgS0,.7H;0) 029 cantidad especificada por litro de medio) y esterilizar todas
5. Cloruro de sodio (NaCl) 0.1g las soluciones a 5 Ib por 30 minutos. Por otro lado, disolver
6. Cloruro de calcio dihidratado los componentes 1-5 (medio base) en 970 ml de agua
(CaCl,.H,0) 0.02¢g bidestilada, ajustar a un pH de 6.8 con KOH al 10%, aforar
7. Cloruro férrico (FeCls) 001g a 991 ml con agua bidestilada y esterilizar a 5 Ib por 30
8. Molibdato de sodio dihidratado minutos. Dejar enfriar el medio base a temperatura ambiente
(NaMo00,.2H,0) 2.0mg y, en condiciones de esterilidad, agregar 1 ml de cada una de
9. Cloruro de amonio (NH4CI) 10¢9 las soluciénes de los componentes 6, 7, 8 y de la solucién de
10. Sulfato de manganeso (MnSQOy) 2.1 mg oligoelementos y 5 ml de la solucion del componente 9.
11. Acido borico (HsBO3) 2.8 mg Almacenar a 4°C.
12. Sulfato de cobre pentahidratado
(CuS0..5H,0) 0.04 mg
13. Sulfato de cobalto heptahidratado
(CoS0,4.7H;0) 0.04 mg
14. Sulfato de zinc heptahidratado
(ZnS04.7H,0) 0.24 mg
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Tabla C2. Reactivos y soluciones utilizadas para la cromatografia de afinidad a DNA

TECNICA

Cromatoarafia de afinidad a DNA

REACTIVQ O
SOLUCION
Buffer TN

Buffer TE

Buffer de sonicacion

Buffer de unién/lavado

Buffer de lavado 2x B/W

Buffer de elusion

Poly dI-dC

FORMULA

Tris-HCI 50
mM, pH 75
NaCl 50 mM

Tris-HCI 10 mM, pH 7.5
EDTA1 mM

Tris-HCI 10 mM, pH 7.5
EDTA 1 mM

NaCl 100 mM

Triton X-100 0.05% (v/v)
Detiotreitol (DTT) 1 mM
MgCl,10 mM

Glicerol 10%

Fluoruro de
fenilmetilsulfonilo
(PMSF) 0.5 mM
Lisozima 2 mg/ml
Tris-HCI 10 mM, pH 7.5
NaCl 100 mM

EDTA 1 mM

Triton X-100 0.05% (v/v)
Detiotreitol (DTT) 1 mM
MgCl,10 mM

Glicerol 10%

PMSF 0.5 mM

Tris HCI 10 mM, pH 7.5
EDTA1mM

NaCl2 M

Triton X-100 0.05%

Tris HCI 25 mM, pH 7.5
EDTA 1 mM

Triton X-100 0.05%
NaCl: 200 mM, 350
mM, 500 mM, 700 mM
yiM

Poly(deoxyinosinic-
deoxycytidylic) acid
sodium salt

PREPARACION

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 Ib por 20
minutos.

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 HCI y aforar a 50 ml con agua. Esterilizar a 15
libras por 20 minutos. Almacenar a temperatura
ambiente.

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 MgCl, Disolver los componentes en
40 ml de agua bidestilada, agregar 5 ml de glicerol
puro y 25 pl de Triton X-100, ajustar el pH a 7.5 con
HCI 1 N, aforar la solucién a 50 ml y esterilizar con un
filtro con tamafio de poro de 0.4 pm. Al momento del
ensayo tomar 4 ml del buffer y agregar 20 pl de una
solucion stock de 100 mM de PMSF (disuelto en
isopropanol) y 0.008 g de lisozima.

Este buffer es el mismo que el buffer de lisis pero sin
lisozima. Tomar una alicuota del buffer de lisis sin
lisozima para el ensayo.

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 ul de Triton X-100 ajustar a pH 7.5 con
HCI y aforar a 25 ml. Esterilizar a 15 libras por 20
minutos. Almacenar a temperatura ambiente.

Para 25 ml: disolver 0.0757 g de Tris, 0.0093 g de
EDTA en 20 ml de agua bidestilada, agregar 12.5 pl
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
elusion 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.

La presentacion del Poly dI-dC es en forma de una
pequefia capsula algodonosa de la que se puede tomar
un pequefio 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
concentracion en ng/ul de la misma forma en que se
determina la concentracion de muestras de DNA
(DO2s0).
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Tabla C3. Reactivos y soluciones utilizadas para la purificacion de RNA de bacterias

TECNICA

Purificacion de RNA de bacterias

REACTIVO O
SOLUCION
Buffer TE

SDS 10%

Buffer de cetiltrimetil
amonio (CTAB)

Fenol puro en buffer Tris-

HCI

Cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1)

Solucién de lisozima

Agua de PC (para
limpiar material)

Agua de PC estéril
(para resuspencion de
RNA)

FORMULA

Tris-HCI 10 mM pH
8; EDTA1mM

SDS 10%

Bromuro de
Cetiltrimetilamonio
(CTAB) 2%, NaCl 2
M.

Fenol puro; Tris-HCI
pH 8.0

Cloroformo 24 ml;
alcohol isoamilico 1
mi

Lisozima 5 mg/ml

Agua bidestilada,
dietilpirocarbonato
(DEPC) al 0.1%

Agua mili Q,
dietilpirocarbonato
(DEPC) al 0.1%

PREPARACION

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 HCI y aforar a
50 ml. Esterilizar a 15 libras por 20 minutos.
Almacenar a temperatura ambiente.

Para 20 ml: (NOTA: utilizar mascara 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 Ib por 20 minutos. Almacenar
a temperatura ambiente.

Para 20 ml: Disolver poco a poco 2,336 g de
NaCl en 15 ml de agua bidestilada, colocar la
solucidn en bafio Maria 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 Ib durante 20 min. Almacenar a
temperatura ambiente.

Para 100 ml: Descongelar el fenol en bafio
Maria a 65°C, tomar 20 ml y colocarlo en frasco
admbar (si el fenol estd 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
orgénica de la fase acuosa (puede llevar 3 horas
0 mas), retirar el agua de la parte superior y
agregar 20 ml de buffer Tris-HCI 0.5 M pH 8.0
esteéril, agitar por 2 horas, dejar que se separen
las fases, retirar el buffer de la parte superior y
agregar 20 ml de buffer Tris-HCI 0.1 M pH 8.0
estéril, agitar por 2 horas (no retirar el buffer) y
almacenar a 4°C protegido de la luz.

Para 25 ml: con una probeta medir 24 ml de
cloroformo puro y agregar 1 ml de alcohol
isoamilico. Almacenar a temperatura ambiente.
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 vortex.

Para 500 ml: A 499.5 ml de agua bidestilada
esteril agregar 0.5 ml de dietilpirocarbonaro
(DEPC), homogenizar durante 2 horas a 37°C y
almacenar a temperatura ambiente 0 a 4 °C. Esta
solucién no debe esterilizarse para mantener el
dietilpirocarbonato activo, de esta forma, la
solucion se puede utilizar para limpiar el
material. NOTA: El DEPC no debe combinarse
con buffer de tris como el TE o con etanol.
Para 5 ml: agregar 5 pl de dietilpirocarbonato a
495 ml de agua mili Q, IMPORTANTE:
esterilizar a 15 Ib por 20 minutos, almacenar a -
20 °C.
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Tabla C4. Reactivos y soluciones utilizadas para la actividad enzimatica de la B-galactosidasa

TECNICA

Actividad enzimatica de la B-aalactosidasa

REACTIVO O
SOLUCION
Buffer Z

SDS 0.1 %

Solucién sustrato

Solucioén de paro

FORMULA

NazHPO4 60 mM
NaH2P0O440 mM
KCI 10 mM
MgSOs1 mM
pH 7.0

SDS 0.1 %

ONPG (O-nitrofenil-
B-D-galactosido) 8
mg/ml

Carbonato de sodio
(Na2C0Os3) 1 M

PREPARACION

Para 100 ml: Pesar 0.8517 g de NazHPO4y
0,5519 g de NaH2PO4, 0,0745 g de KCl y 0,0246
g de MgSOa. Disolver todos los componentes en
90 ml de agua bidestilada, ajustar el pHa 7.0 y
aforar a 100 ml. Esterilizar a 15 Ib por 20
minutos.

Para 20 ml: disolver 0.02 g de SDS en 15 ml de
agua bidestilada, aforar a 20 ml y esterilizar a 15
Ib por 20 minutos.

Para 2 ml: Dilsolver 0.016 g de ONPG (O-
nitrofenil-B-D-galactosido) en 2 ml de buffer de
fosfatos preincubado a 37 °C y mantener a 37 °C
hasta el momento del ensayo. Para disolver el
ONPG es necesario homogenizar el tubo
constantemente manteniendo la mezcla a 37 °C
(NOTA: preparar solo la cantidad que se
necesitard en el momento del ensayo).

Para 30 ml: Dilsolver poco a poco 3,179 g de
Na2COsen 25 ml de agua bidestilada, aforar a 30
ml y esterilizar a 15 Ib por 20 minutos.
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Abstract Plant growth-promoting bacteria of the
genus Azospirillum are present in the rhizosphere and
as endophytes of many crops. In this research we
studied 40 Azeospirillum strains isolated from different
plants and geographic regions. They were first char-
acterized by 165 rDNA restriction analysis, and their
phylogenetic position was established by sequencing
the genes 165 rDNA, ipdC, hisCI, and hisC2. The
latter three genes are involved in the indole-3-pyruvic
acid (IPyA) biosynthesis pathway of indole-3-acetic
acid (IAA). Furthermore, the suitability of the 165-
238 rDNA intergenic spacer sequence (IGS) for the
differentiation of closely related Azospirillum taxa
and development of PCR protocols allows for
specific detection of strains. The IGS-RFLP analysis
enabled intraspecies differentiation, particularly of
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Azospirilium brasilense and Azospirillum lipoferum
strains. Results demonstrated that the ipdC, hisC1, and
hisC2 genes are highly conserved in all the assessed A.
brasilense isolates, suggesting that these genes can be
used as an alternative phylogenetic marker. In addi-
tion, IAA production determined by HPLC ranged
from 0.17 to 98.2 pg mg_j protein. Southern hy-
bridization with the A. brasilense ipdC gene probe did
not show, a hybridization signal with A. lipaferum,
Azospirillum amazonense, Azospirillum halopreferans
and Azospirillum irakense genomic DNA. This sug-
gests that these species produce [AA by other path-
ways. Because ITAA is mainly synthesized via the IPyA
pathway in A. brasilense strains, a species that is used
worldwide in agriculture, the identification of ipdC,
hisCl, and hisC2 genes by PCR may be suitable for
selecting exploitable strains.
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Introduction

The term rhizosphere is used to describe the portion of
s0il in which growth of microorganisms is influenced
by the presence of the root system (Hartmann et al.
2008). The interactions between plants and microbes
are essential for plant health and growth and should be
considered when combining high yields with environ-
mentally friendly farm practices. Interactions in the
rhizosphere, which is the part of the soil that is highly
influenced by roots, are of central importance (Lugten-
berg et al. 2013). The composition, abundance and
dynamics of the microbial community in the rhizo-
sphere play an important role and may have a positive
or negative influence on plant growth. Microbes are
essential for the mobilization of plant nutrients and
may produce plant growth hormones that are impor-
tant for plant development (Lugtenberg et al. 2013).
Some microorganisms can act as biocontrol agents and
protect plants from phytopathogenic bacteria and
fungi (Bashan and de Bashan 2010). One of the most
studied bacterial genera that is able to promote the
growth of several plants of agronomic importance is
Azospirillum (Baldani et al. 2014). It is included
within the plant growth-promoting bacteria (PGPB)
group (Bashan and de Bashan 2010). Added to their
value as crop inoculants, the potential benefits of
PGPB have been used in environmental applications.
Azospirillum  species enhance bioremediation of
wastewater treated with microalgae by increasing
proliferation and metabolism of the microalgae; hence
increasing the effectiveness of the microalgae to clean
wastewater better than when used without PGPB
(Pérez-Garcia et al. 2011).

There are different mechanisms by which
Azospirillum can affect plant growth directly, name-
ly fixing atmospheric nitrogen, synthesizing several
phytohormones and enzymes, producing nitric oxide
and siderophores, and solubilizing mineral nutrients;
or indirectly, such as exerting antimicrobial activity,
enhancing membrane activity, and by inducting
systemic resistance. Azospirillum may exhibit more
than one of these mechanisms in the same strain. In

fact, it has been suggested that the simultaneous and
cumulative action of several of these mechanisms
explain the beneficial effect observed after inocula-
tion with Azospirillum-strains, which has resulted in
the “additive hypothesis” (Bashan and de Bashan
2010).

Species of this genus are widely distributed in
nature, living in soils of tropical, subtropical and
temperate regions. This well-studied PGPB is able to
produce indole-3-acetic acid (IAA), gibberellins,
cytokinins and abscisic acid and can increase mineral
uptake, water status, and growth of plants (Baca and
Elmerich 2007: Creus et al. 2004: Bashan et al. 2014).
Presently, 18 species have been described for the
genus Azespirillum (Baldani et al. 2014); however,
few of them are reported to exert plant growth-
promotion, Azespirillum brasilense is the species most
frequently used as an inoculant to improve plant yield
under field conditions.

A. brasilense synthesizes 1AA from tryptophan
(Trp) via three pathways: the indole pyruvic acid
(IPyA), the tryptamine and the indole acetonitrile
pathways (Carreno-Lopez et al. 2000; Spaepen et al.
2007a, b). The best characterized pathway for the
conversion of Trp to IAA is the IPyA pathway, in
which Trp is transaminated to IPyA via the aromatic
amino acid aminotransferases (AATs), subsequently
decarboxylated to indole acetaldehvde, and then
oxidized to IAA Two AATs, namely AAT1 and
AAT? have been characterized (Pedraza et al. 2004).
The hisCl and hisC2 genes encoding these enzymes
have been identified (Castro-Guerrero et al. 2012).
The key enzyme in this pathway is phenyl pyruvate
decarboxylase (PPDC), which is encoded by the ipdC
zene (Spaepen et al. 2007a, b; Carrefio-Lopez et al.
2000).

Although the 165 rDNA gene is the most widely
used, the 165-23S rDNA intergenic spacer sequence
(IGS) region has received increased attention as a
target in molecular detection and identification
schemes (Garcia-Martinez et al. 1999). In contrast 1o
rDNA genes, which are remarkably well conserved
throughout most bacterial species, the IGS region
exhibits a large degree of sequence diversity and
length variation (Garcia-Martinez et al. 1999). Even
within species, the IGS sequence variation may be
very high, thus allowing intraspecies strain differen-
tiation, as shown for Azespirillum strains (Baudoin
et al. 2010).
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Even though significant beneficial effects has been
demonstrated by this bacterium in laboratory and
greenhouse studies (Bashan et al. 2014), it is necessary
to perform additional fundamentally research studies
to obtain consistent results in field trails. In this study,
we identified the hisCl, hisC2, and ipdC genes and
determined IAA production in several Azespirillim
strains, which were isolated from different geographic
locations and plants. We proposed that these proce-
dures are useful as genetic markers for identifying A.
brasilense, a species worldwide used as an inoculant in
agriculture.

Materials and methods
Bacterial strains and growth conditions

A. brasilense Sp7 (ATCC 291457) and Sp245,
Azospirillum  lipoferum  Sp59b (ATCC 29707"),
Azospirillum amazonense Y2 (ATCC 351]9T], A
irakense, and A. halopraeferens were used as refer-
ences strains; Psewdomonas stutzeri A1501 and Sph-
ingomonas spp. were used as negative control strains.
All other strains tested were isolated as Azospirillum
strains by phenotypic and biochemical studies (Mas-
carua-Esparza et al. 1988; Diaz-Zorita and Fernandez-
Canigia 2009; Di Salvo et al. 2014; Garcia de
Salamone et al. 1996: Pedraza et al. 2007: Rariz
et al. 2013). The strains were grown in D medium
{Nutrient broth § g L~" BD Difco Franklin Lakes
NJ), containing 1.15 mM 50,Mg,, 0.05 mM MgCl,,
13.4 mM KCl, at pH 6.8. Either Red Congo medium
or K-malate medium (Castro-Guerrero et al. 2012)
was used to identify and maintain the strains,
respectively.

Extraction of DNA and techniques for DNA
manipulation

Isolated colonies of Azospirillum strains growing in
LB* {Luria Broth supplemented with 2.5 mM MgCl.,
2.5 mM CaCl,), were lysed with a thermal cellular
technique (Pedraza et al. 2007). The DNA obtained for
use in PCR reactions was obtained afier cell lysis at
95 °C for 10 min (Ausubel et al. 1995; Pedraza et al.
2007). For a more accurate determination, the ge-
nomic DNA was also prepared using standard methods

(Ausubel et al. 1995). PCR for identifying bacteria
from 168 rDNA sequences was performed with the
universal 165 rDNA primers 27F and 1492R (Doty
et al. 2005). The specific primers for the Azospirillum
genus designed in this research were rRNA-AzoF and
rRNA-AzoR. The reaction mixture consisted of 5 pL
of template DNA (5-25 ng) and a 24 pL aliquot of a
PCR mix, which contained 1 x buffer {Invitrogen,
Carlsbad, CA), 1.25 mM dNTPs, 3.0 mM MgCla,
5 % DMSO (wt/vol), 250 nM of each primer, and
1 U/25 pl of high-fidelity Tag Polymerase (Invitro-
gen, Carlsbad, CA). The PCR conditions are shown in
Table 1. The PCR products were purified using a
purification kit (QIAquick, Qiagen, Germany) accord-
ing to the manufacturer’s protocol. The products were
checked by electrophoresis in 1 % (wt/vol) agarose
zel followed by staining with ethidium bromide.

For Southern hybridization experiments, genomic
DNA of A. lipoferum Sp539b, A. lipoferum USASb, A.
amazonense Y1, A. irakense, and A. halopraeferens
was digested with EcoRI and Bglll. The digestion
products and an internal ipdC 1170 bp fragment,
which was used as a probe, were blotted onto Hybond
NT nylon membranes (Amersham Biosciences, Pis-
cataway, NI) with a vacuum blotter (Fisher Scientific,
Waltham, MA). The DNA was fixed by exposure to a
312 nm transilluminator for 4 min. The pre-hybridiza-
tion, labeling, purification, and hybridization of the
probe were performed as described by Carrefio-Lopez
et al. (2000).

Amplified ribosomal DNA restriction analysis
(ARDRA)

To avoid sequencing identical 165 rDNA genes, 5 pL
of the PCR products were digested with the restriction
endonuclease Alul (Invitrogen, Carlsbad, CA), ac-
cording to the manufacturer’s recommendation. The
restriction reaction was stopped by thermal inactiva-
tion at 65 °C for 30 min. Then, 15 pL of the restriction
fragment patterns were then analyzed by 3 % agarose
el electrophoresis at 70 V. Strains with an identical
ARDRA pattern were considered members of the
same Operational Taxonomic Unit (OTU). Represen-
tative strains of each OTU were subjected to 16S
rDNA gene sequencing. Both DNA strands were
sequenced and analyzed to determine their phyloge-
netic affiliation with described species.
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Tabhle 1 continued

Relerence

PCR conditions

Target DNA (product length)

Sequence §5'-3'

Primer name

This study

5 min; 95 %C 1 ming 70 *C

05 #C

hisC2 (2571 bp)

ATGACCGOCGTCAACACCOC

Fem-Azl2
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Genus Azospirilfum TDNA 165—DNA 235 internal spacer region

Baudoin et al. (2010)

1G5 { ~ 500 bp) 95 *C 5 ming 95 *C 1 min; 70 °C

GOOGCATCCCTTCTCACGOG

GCTTGCOGCCACGCGCAGG

fAZO
TAZO

Baudoin et al. (20010)

1 min: 72 °C 1 min {12 cycles)

95 *C 0.5 min; 62 *C 1 min;
T22C 1 min (22 cyclesy, 72 °C

5 min

PCR of ipdC, hisCI, and hisC2 genes

The primer pairs used for the amplification of bacterial
strains are listed in Table 1. These, correspond to the
hisCl and hisC2 genes and were designed for analysis
of the genomes of A. brasilense Sp 245 and A.
lipoferum 5B (Wisniewski-Dye et al. 2011) and A.
lipoferum spB510 (Kaneko et al. 2010), as shown in
supplementary Fig. 51. The conditions used for
corresponding PCRs are also described in Table 1.
Representative strains were chosen for further DNA
sequencing studies of the ipdC, hisCl, and hisC2
genes. That was performed by the Biotechnological
Institute of the Universidad Nacional Auténoma de
México (IBT-UNAM) using universal and custom
oligonucleotides primers.

PCR amplification of IGS (165-235 rDNA internal
spacer region) and RFLP (restriction fragments
length polymorphism) analysis

The genomic DNA was prepared as previously
described, and the PCR was carried out with 25 ng of
DNA. The primers pair fAZ0/rAZ0 for group-specific
PCR was previously described by Baudoin et al. (2010)
and used with the conditions indicated in Table 1. The
reactions were run on a 1 % agarose gel to ensure the
amplification was successful. Unsuccessful reactions
were attempted a second time. Aliquots (10 pL) of the
PCR products were digested with 2 U of restriction
endonuclease in 20 pL. reaction volumes using the
manufacturer's recommended buffer and incubation
conditions. The following restriction enzymes were
used: Aful, Haelll and Tagl (Invitrogen, Carlshad,
CA). The restricted DNA was analyzed by vertical
electrophoresis in a 7 % polyacrylamide gel (Sigma
Aldrich), in TBE buffer at pH 8.0 (89 mM Tris, 89 mM
boric acid and 20 mM EDTA) at 4 °C at 70 V. The
experiments were performed twice.

Phylogenetic analysis

The sequences were assembled using the DNA Baser
sequence assembler software (Heracle Biosoft, Bre-
men, Germany). Comparisons of sequences in public
databases were performed using NCBI (http:/fwww.
nchi.nlm.nih.gov/), using the BLASTN algorithm
i Altschul et al. 1997). The sequences were submitted to
GenBank and accession numbers were obtained. For

107



Antonie van Leeuwenhoek (2015) 107:1501-1517

1507

a
I 2 34 5 6 7 8 @ Q00012 13 14 15 16

 rerempetnb e

750
o
I M

T

1213 14 15 16

[} Azcapirifium brosiense 3p243 (HEITTIZH)
c Azgpirifive brasilense Az39 (CPOOTTEETD)
A Azospirilium brasilence M-1
i A Azospicillun brasilense C-15
[ dAzospirillum brasilense 40M
I_-kLI_

hAzowpirilium brasileree 420
e Azospieillum brasilense 15-28

w:::.'lm Hipaiferant 4B (FO311871.0)
; Azerpirifinm sp.B510 (APRIISS11)
= A‘Eumpmﬂnm’mﬁ*w 45
A Azospiviliung Nipaferim 64
2] .l. ff;n.fprrr.' funy .I'.',lmlfem.w

3
i pirititm cearenim SW{NR_074105.1)

i l—mranerfIw sp. DB (AY 330551, 'I%
e Mamnerogpirilium sp, phbN 1(FOTO0385,1)
10 .ﬁ%!kmgnmonm

p. MM-1 (NC 020561, n
?cuﬂfr.lhum :mgm: ATCC 21736 (NC 0141001

o y i mT uﬂr-:lm [T} HEAF_"EEU3UW§VH 014[62 ¥
35 T
{zar.ﬁ.'-m;m'lmmaﬁ‘moa% 1R 0741551
Bosea mir AMXS1 185 [\IR T2ETET.A 1]
i y Emdm'.lmabrm,fwmm USDA 110 (NC_004463.1)
fusiris CGA 009 (NC_005296.1 )

ﬂmhﬂmanpﬁr ]ngd [ IJI'I‘I.hﬁb

1]
10— Emierobacter cloacae subsp cloocos NCTC 9394 jI'NC. ﬂzll}lb Iy

Thigaikativibric Tuffdam.l'ral'u\' HL- EbG'RT [hR

20

Fig. 1 Amplification of 165rDNA genes and RFLP patterns,
after Alul restriction analysis of Azespirilfum strains. a Ampli-
cons obtained using the 27F/1492R universal primers. Lane |
10 kb molecular marker (Invitrogen); Lane 2 A. brasilense SpT;
Lane 3 A. lipoferum39; Lane 4 A. lipoferumUSASh: Lane 5 A.
halopraeferens, Lane 6 A. irakense; Lane 7 A. amazenense;
Lane & A, brasilense UAP154; Lane 9 A. brasilense UAP14;
Lane 10 A brasilense 8=1; Lane 11 A brasilense M-3; Lane 12
A brasilense 15-2B; Lane 13 Sphingomeonas spp. Laneld
Pseudomonas stutzeri A1501. (The latter two are included as
negative controls), Lane 15 A. brasilense Sp7 (Included as a

the phylogenetic analysis, the nucleotides sequences
and translated ipdC, hisC1, and hisC2 genes sequences
were used with sequences retrieved from the NCBIL
The selected sequences were aligned using ClustalW
and used for phylogenetic analysis using MEGAS.2
based on the Maximum likelihood and estimated witha
Jones, Taylor, and Thomton (JTT) model {(Tamura
etal. 2011).

Determination of IAA production by Azospirillum
strains

To quantify IAA production by Azospirillum, cell-free
supernatants of tryptophan-supplemented cultures

I h WV 10Scha (NC

O s hammanstioas 1APT (NG 021039.1)
K sew coelicolor AX2)(NC 03ERET)
'lf" i calldirasea T49 (NC_021487.1)

positive control); Lare {6 10 kb molecular marker (Invitrogen,
Carlsbad, CA). b RFLP analysis of 165 rDNA from the
corresponding  genomic amplicons. Lanes 1 and 16: 1000 bp
DNA  ladder molecular marker (Thermo Scientific). The
experiments were carried out twice. ¢ The phylogenetical tree,
based on the neighbor-joining method, was constructed from
165rDNA sequences. The analysis includes 31 nucleotide
sequences. Those obtained from this study are indicated by
black triangles. The node numbers are shown as occurrence
percentages from 1000 bootstrapped trees

were obtained as described by Szkop and Bielaswki
(2013). For inoculum preparation, the bacteria were
grown aerobically in 5 mL D medium (initial OD
580 nm = 0.1) on a rotary shaker (145 rpm) at 30 °C
for 18 h to obtain bacteria in the exponential phase of
growth. One hundred pl. of culres of strain of
Azospirillum were inoculated in 10 mL of K-malate
broth medium and grown aerobically with shaking
(145 rpm) at 30 °C for 48 h. To determine [AA
production, the cultures were centrifuged at
14,000x g at 4 °C. The cell-free supernatants extracts
were filtered through a .22 pm filter (EMD Millipore,
Billerica, MA) and directly injected into a 5 pm;
250 x 4.6 mm HPLC reverse-phase column, Gold
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Table 2 lsolates and reference strains used in this study

Sitrain

Host plant

Geographic origin

Reference

B oE o2 B o2 B B2 B B o= o= B oBE o= B B o oE R R oE R R R R R R R R R R R o R R R E R R R om n

. brasilense RLC1*
. brasilense RLC2
. brasilense RLC3

hrasilense RLC4
hrasilense RLCS

. brasilense RLCT
. brasilense RLCE

hrasilense REC2
hrasilense REC3

. brasilense REC4
. brasilense RECR
. brasilense PEC3
. brasilense PEC3
. brasilense M-1"
. brasilense UAP14®
. brasilense UAP151
. brasilense UAP154
. brasilense 40M

. brasilense 42M

. brasilense Az 39

. brasilense 7-2°

. brasilense 12-2B

. brasilense 13-2C

. brasilense 15-2B

. brasilense 23-3B

. brasilense 11-1

. brasilense 8-1

. brasilense H-1

. brasilense M-3

. brasilense A-1

. brasilense UAPAG®
. brasilense C-13

. brasilense C-16

. brasilense M-1

. Mipoferum UAPG®

. Mipaferum USASH

. Mipaferum Sp39b

. Mipoferum 54

. Mipoferum 45

- Mipoferum 64

. halopraeferens

. irakense

Fragaria ananassa
Fragaria ananassa
Fragaria ananassa
Fragaria ananassa
Fragaria ananassa
Fragaria ananassa
Fragaria ananassa
Fragaria ananassa
Fragaria ananassa
Fragaria ananassa
Fragaria ananassa
Fragaria ananassa
Fragaria anandassa
Saccharum officinarum
Stenocereus stellatus
Lea mays

Lea mays

Zea maysL

Zea maysL

Triticum turgidum
Saccharum officinarum
Saccharum officinarum
Saccharum officinarum
Saccharum officinarum
Saccharum officinarum
Saccharum officinarum
Saccharum officinarum
Saccharum officinarum
Saccharum officinarum
Saccharum officinarum
Zea mays

Panicum maximm Jacg
Panicum maximm Jacg
Saccharum officinarum
Opuntia ficus-indica
Trivicum turgidum
Triticum turgidum
Orvza saiiva

Chrvza sativa

Chrvza sativa
Leprochloa fusea
Orvza saiiva

Tucumdin, Argentina
Tucumdin, Argentina
Tucumdn, Argentina
Tucumdin, Argentina
Tucumsin, Argentina
Tucumdn, Argentina
Tucumdn, Argentina
Tucumdin, Argentina
Tucumdin, Argentina
Tucumin, Argentina
Tucuman, Argentina
Tucuman, Argentina
Tucumdn, Argentina
Tucumidn, Argentina

Puebla, Pue. México
Puebla, Pue. México
Puebla, Pue. México
Trenque Lauquen, Argentina
Trenque Lauquen, Argentina
Entre Rios, Argentina
Tucumdn, Argentina
Tucum:n, Argentina
Tucumdn, Argentina
Tucumddn, Argentina
Tucumdn, Argentina
Tucumddn, Argentina
Tucum:n, Argentina
Tucumddn, Argentina
Tucumddn, Argentina
Tucumddn, Argentina

Puebla, Pue. México
Bogotd, Colombia

Bogotd, Colombia
Tucum:n, Argentina

Puebla, Pue. México
California, USA

Rio de Janeiro, Brazil
INIA® Tacuarembd, Urnguay
INIA® Tacuarembd, Urnguay
INIA® Tacuarembd, Uruguay
Pujab, Pakistan

Diwaniyah, Iraq

Pedraza et al. {2007)

Pedraza et al. {2007)

Pedraza et al. {2007)

Pedraza et al. {2007)

Pedraza et al. {2007)

Pedraza et al. 2007

Pedraza et al. 2007

Pedraza et al. {2007)

Pedraza et al. 2007

Pedraza et al. (2007)

Pedraza et al. {2007)

Pedraza et al. {2007)

Pedraza et al. (2007)

This study

Mascarna-Esparza et al. (1988)
Mascarua-Esparza et al. (1988)
Mascarna-Esparza et al. (1988)
Garcia de Salamone et al. (1996)
Garcia de Salamone et al. (1996)

Diaz-Zorita and Ferndndez-Canigia (2009)

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study
Mascarna-Esparza et al. (1988)
This study

This study

This study
Mascarna-Esparza et al. (1988)
Tarrand et al. (1978)
Tarrand et al. {197%)
Rariz et al. (2013)
Rariz et al. (2013)
Rariz et al. (2013)
Reinhold et al. (1987)
Khammas et al. (1989)
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Table 2 continued

Strain Host plant

Geographic origin

Reference

A. brasilense Sp7
A. brasilense Sp245

A amazonense Y2

Digitaria decumbens
Triticum turgidim
forage grasses

ATCC 291457
Rio de Janeiro, Brazil
Mato Grosso du Sul, Brazil

Tarrand et al. {(197E)
Tarrand et al. {1978}
Magalhdes et al. (1983)

strawberry plants

® Surface-sterilized root from Maize, Wheat, and Sugar cane

¢ Burface-sterilized root from Opuiia

4 A lipoferum isolated from sterilized rice roots

120

"
=

LA A production (pg/mg protein)
s z

[
=

A. brasilense isolates from washed roots (RCL1-8), surface sterilized roots (RECI1-T),

il

and stolons (PEC3 and PECS) of

INIA (Instituto, Nacional de Investigaciones Agricolas, Zona Este)

|:| 24 h

.:mh
[ 72
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Fig. 2 IAA produced by selected isolates of Azespirillum
strains that was measured by HFLC. The strains were grown in
minimal medium K-lactate, supplemented with 100 pg mL~! -

Ligquid C18 (Beckman Coulter, Brea CA) housed in an
Agilent 1200 chromatograph {Agilent Technologies,
Santa Clara, CA). A gradient (10-90 %) of an
acetonitrile—water system containing 1 % acetic acid
was programmed over 12 min at a flow rate of
| mL min~' and the effluents were detected at

tryptophan for 24, 48 and 72 h. Three independent replicate
experiments were performed per strain, and the values shown
are £50

280 nm. The IAA in the cultures was gquantified using
a standard TAA (Sigma-Aldrich). Extracts from three
independent growth studies were analyzed for each
treatment. The total protein of the cultures was
quantified by the Bradford reagent (BioRad Laborato-
ries, Hercules, CA).
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Fig. 3 Maximum Likelihood phylogenetical tree is based on
the translated amino acid sequence of the hisC/ gene (1121 bp).
Amplification of hisCI genes was obtained using the FhisC1/
RhisC1 primers, and amplicons were sequenced as described in
the methods section. The sequences obtained in this study are
indicated with black triangles, and the most closely related
sequences obtained from the GenBank. The accession numbers

are listed in parenthesis. The labeled amino acid residues are
distinguished by their similarity to sequence of Escherichia coli
with known function (Sivaraman et al. 2001). The node numbers
are shown as occurrence percentages from 1000 bootstrapped
trees; only the values greater than 50 % are shown. The
phylogenetic analysis was performed using MEGA 5.2 (Tamura

bﬂ_‘—«:

1a

Fig. 4 Maximum Likelihood phylogenetical tree is based on
the translated amino acid sequence of the hisC2 gene (1000 bp).
Amplification of hisC2 genes from A. brasilense genomic DNA
was obtained using the Fmext/R720.2 primers, and from A.
lipoferum DNA was obtained using FemAzll/or FemAlY
RcodAzI2. Amplicons were sequenced as described in the
methods section. The sequences obtained in this study are
indicated with black triangles, and the most closely related

Results
ARDRA 168

Forty Azospirillum strains that were isolated from
different plants and geographic regions were previ-
ously identified, together with six type strains, which
were used as controls were grouped by ARDRA 16S
(Fig. la). The sizes of the amplified 16S rDNA

etal. 2011)
& 9 & 3
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sequences obtained from the GenBank. The accession numbers
are listed in parenthesis. The labeled amino acid residues are
distinguished by their similarity to sequence of Escherichia coli
with known function (Sivaraman et al. 2001). The node numbers
are shown as occurrence percentages from 1000 bootstrapped
trees; only the values greater than 50 % are shown. The
phylogenetic analysis was performed using MEGA 5.2 (Tamura
etal. 2011)

fragments ranged from 1400 to 1500 bp. According
to their fingerprint-pattern after enzyme restriction, the
strains were grouped in different OTUs, which also
coincided with the different species of Azospirillum
used as references. At least two strains from each
group were sequenced. shown to be A. brasilense and
A. lipoferum, and considered for further analyses
(Fig. 1; Table 2). The nucleotide sequences of the
genes 16S rDNA, ipde, hisCl, and hisC2 were
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deposited in the GenBank database under the follow-
ing accession numbers: from KM972378 1o
KM972392, KP676391 to KP76407 and KP406602.

IAA production by Azospirillum strains

IAA production is widespread among Azospirillum
strains and its positive effects on plani-growth have
been well documented (Bashan and de Bashan 2010).
Quantification of IAA produced by some selected
strains was determined, and the results are shown in
Fig. 2. The A. lipoferum, A. irakense, and A. halo-
praeferens strains produced low levels of TAA ranging
from 0.25 to 2.4 pg mg~" protein at 48 or 72 h of
growth. [AA production by A. brasilense and A.
amazonense Y2 strains ranged from 23 to 98 pg mg_j
protein at 24 or 48 h of growth, which was consider-
ably higher than the levels produced by strains of A.
lipoferum, A. irakense, and A. halopraeferens. Several
isolates of A. brasilense produced higher IAA levels
than the Sp7 and Sp245 control strains. Only A.
brasilense UAP14 isolated from the Baja organ pipe
cactus Stenocereus stellatus in Mexico produced less
IAA than the levels produced by the control strains,
and wild isolates (Fig. 2 and Table 2).

In silico analysis, amplification, and sequence
of ipdC, hisC1, and hisC2 genes

Several reports described the principal pathway for
IAA production in A. brasilense is the IPyA pathway
and that the AATI and AAT?2 enzymes encoded by
hisCl, and hisC2 genes, respectively, and the PFDC
enzyme encoded by the ipdC gene catalyzes the first
and second steps of this pathway (Spaepen et al.
2007a, b: Malhotra and Srivatava 2008a; Carrefio-
Lopez et al. 2000; Pedraza et al. 2004: Castro-
Guerrero et al. 2012). Therefore, the ipdC, hisCl,
and hisC2 genes were identified in Azospirillum
isolates using the primers designed in this work
(Supplementary Fig. 51; Table 1). Amplicons of the
expected size, as indicated in Table 1, were obtained
from all examined isolates of A. brasilense species,
and the determination of the nucleotide sequences and
their corresponding translate proteins confirmed that
the amplicons encodes AATs and PPDC proteins,
respectively, with high similarity (95-99 %) at nu-
cleotide levels (98-99 % identity at the amino acid
level), although the three genes showed 100 %

identity at the nucleotide level to the genomic DNA
purified from A. brasilense 40 M and 42 M strains.
The genomic DNA obtained from A. lipoferum
USASD, A. lipoferum 59b and the isolates A. lipoferum
UAP6, A. lipoferum 5, 45, and 64 strains yielded
amplicons corresponding to the hisCl, and hisC2
genes. The comparison of the AAT] and AATZ2
sequences with sequences recovered from the Gen-
Bank data-base facilitated assembly of the phyloge-
netic trees shown in Figs. 3 and 4. As expected, the
phylogenetic trees revealed that all the isolates
examined clustered with Azospirillum species. As
shown in Figs. 3 and 4, Tyr35, Asp85, Asnls7,
Aspl84, Tyrl87, Thr211 Ser213, Lys214, and
Arpg222 are the amino acid residues that bond to
PLP. The amino acid residues Tyr20, Arg322, and
Arg335 are involved in binding to substrates, as was
described previously (Sivaraman et al. 2001). Align-
ments made with sequences of the AATI and ATT2
proteins form A. brasilense isolates showed 62 %
similarity. The AATI and AAT2 protein sequences
were grouped in different clades belonging to A.
brasilense or A. lipoferum strains (Figs. 3 and 4). The
proteins share approximately 45 % identity (scores
6e—10° to 2e—10%) over their entire lengths and may
have resulted from ancient gene duplications, indicat-
ing that they belong to a superfamily of aromatic
aminotransferases enzymes, namely subfamily Ip
{Jensen and Gu 1996).

The primer pair FipdC- int/RiaaC-Stop was used to
amplify the whole ipdC promoter region and ipdC
gene (~2139 bp). The ipdC was amplified in 34
isolates belonging to A. brasilense species. The
amplicons were then subjected to restriction analysis.
Very light differences in the restriction patterns were
obtained with the enzymes Bgll, Alul, Neol, and
BsurX1, suggesting that ipdC is a conserved gene
i Supplementary Fig. 82 a, b, ¢, and d). We were unable
to obtain PCR product from the genomic DNAs
obtained from the other A.lipoferum, A. amazonense
Y1, A. irakense, and A. halopraeferens strains, and
Sphingomonas spp and Pseudomonas stwizeri A1501
that were used as negative control strains, using the
primers designed to amplify the ipdC gene. To avoid
the potential presence of the ipdC gene in these strains,
hybridization of the genomic DNA, using ipdC as the
probe, was performed under strict or relaxed condi-
tions, and a hybridization signal was not obtained
(data not shown), indicating that the ipdC gene is not
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IFig. 5 a Multiple sequence alignment of the nucleotide
sequences of the region upstream of the ipdC gene in A
brasilense strains. Amplification of ipdC genes was using the
FRegR-2/iaaCR1 primers, and amplicons were sequenced as
described in the methods section. The sequences obtained in this
study are indicated with black rriangles. and the most closely
related sequences obtained from the GenBank. The accession
numbers are listed in parenrhesis. The boxes indicate the
palindromic sequences (I, If). inverted repeat ({I), RpoN
binding site (/V), AuxRE site (), transcription initiation site
TIS (V). and the ribosome-binding site RBS (V). The 150 bp
insertion found in strains Sp245, M-1, Az39 and USASa is
shown in  Bue. b Molecular phylogenetic analysis of PPDC.
Maximum Likelihood phylogenetical tree is based on the
translated amino acid sequence of the ipdC gene (1521 bp). The
labeled amino acid residues are distinguished by their similarity
to sequences with known function. The node numbers are shown
as occurrence percentages from 1000 bootstrapped trees; only
the values greater than 50 % are shown. The phylogenetic
analysis was performed using MEGA 5.2 (Tamura et al. 2011)

present in these strains. This agrees with the genomic
sequence of A. lipoferum 4B, Azospirillum spB510,
and A. amazonense Y1, which do not contain the ipdC
gene (Kaneko et al. 2010; Sant’Anna et al. 2011;
Wisniewski-Dye et al. 2011). The nucleotide se-
quences obtained from all isolates belong to A
brasilense and the multiple alignments of the trans-
lated proteins include the region comprising the well-
conserved thiamine pyrophosphate-binding motif
(TPP). A. brasilense proteins show a leucine residue
in place of a conserved glutamate in the catalytically
important amino acids found in other =-keto acid
decarboxylases (Asp-His-Glu catalvtic triad; Fig. 5b).
Hence, the ipdC genes were grouped in the cluster
corresponding to PPDC protein, as described by
Spaepen et al. (2007a, b).

The sequence of the promoter regions were also
analyzed, and the multiple nucleotide sequence align-
ment revealed the occurrence of the auxin responsive
cis-element AuxRE TGTCNC, and the palindromic
sequences required for positive feedback regulation
(Fig. 5a; Vande Broek et al. 2005; Malhotra and
Srivatava 2008b; Rothballer et al. 2005). The ipdC
promoter region could be classified into two groups:
those whose promoter region is similar to that found in
the A. brasilense 5p2435, and those similar to A.
brasilense Sp7, in which an insertion of 150 bp is
missing (Fig. 5a). Our results do not reveal a corre-
lation between the TAA produced by the strains and the
existence of the 150 bp sequence or not in their
promoter region. For instance, A. brasilense M-1,
Az39, 15-2B, 42 M and C-15, isolated in different

plants and countries, do not contain the 150 bp region,
that was found in the Sp7 and SM (Malhotra and
Srivatava 2008b; Rothballer et al. 2005). However, the
amount of [AA produced by the former strains was
considerably higher than that produced by Sp7 and
SM. In contrast, A. brasilense Sp245 and M-1 and
Az39, contains the ipdC regulatory region with the
insertion of the 150 bp IAA produced by these last two
strains was higher than IA A levels produced by Sp245.

Amplification and RFLP of the 165-235 rDNA
spacer region

The selected isolates were then differentiated at the
strain level. An in silico study of the available
sequence information of the 165-235 rDNA spacer
region in A. brasilense Sp 245 and A. lipoferum 4B
genomes has shown that the bacteria have multiple
copies of the rDNA operons. This indicates that spacer
variations between strains and species may be used for
differentiation purposes. An in silico analysis using
the GenBank 165-235 spacer region was performed.
Using the primers designed by Baudoin et al. (2010)
(Table 1), a PCR-RFLP analysis yielded the resulis
shown in Fig. 6. Estimating the sizes of the IGS PCR
products of all strains revealed production of several
PCR products ranging from =700 to 450 bp, depend-
ing on the strain (Fig. 6a). Similar results were
published by Baudoin et al. (2010) and Vezyri et al.
(2013). The differences in the size of the PCR products
may be partly explained by two tRNA genes, and in
the variability sequence found the IGS regions by
summing the sizes of the restriction fragments
i(Fig. 6a—d). Each isolate exhibited distinct banding
patterns of IGS-PCR-RFLP, suggesting that these
isolates may be different strains, with the exception of
40 M and 42 M.

Discussion

The central goal of this study was to determine if the
ipdC, hisC1, and hisC2 genes are suitable for studying
the phylogeny of Azespirillum strains that produce
high IAA by using physiological and molecular
approaches. To date, mainly 165 {DNA and a few
other housekeeping genes have been considered for
studying species phylogeny because these are con-
served, ubiguitous, and universal (Vinuesa et al. 1998;
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Fig. 6 Amplification of IGS 16SrDNA-23rDNA and PCR-
RFLP patterns. a PCR-IGS from genomic DNAs. Lane 1 10 kb
molecular marker (Invitrogen): Lane 2 A. brasilense Sp245;
Lane 3 A. brasilense Sp7 (Included as positive control): Lane 4
A. lipoferum 64: Lane 5 A. lipoferum 45: Lane 6 A. lipoferum 5.
Lane 7 A. brasilense Az39; Lane 8 A. brasilense M42: Lane 9 A.
brasilense M40: Lane 10 genomic DNA from Sphingomonas
(Included as negative control). b PCR-IGS pattern from

Lin et al. 2011; Venieraki et al. 2011). Different
isolates and several reference strains were character-
ized genotypically at different levels of taxonomic
resolution through computer-assisted analysis of the
16S rDNA, PCR-RFLPs, and 16S-23S rDNA inter-
genic spacer sequence RFLPs. A comparison of the
16SrDNA and ipdC. hisC1, and hisC2 genes and their
phylogenetic trees revealed that the phylogeny of the
three latter genes showed a resemblance to ARDRA
characterization based on the 16SrDNA gene. We
demonstrated the usefulness of the ipdC, hisCl, and
hisC2 genes, which are involved in beneficial plant
activities, can be applied for phylogeny studies of
species of this genus (Pedraza et al. 2004; Castro-
Guerrero et al. 2012). In combination with the IGS,
this technique has been used by many researchers for

T¥ §88¢

s

corresponding genomic amplicons digested with the Haelll
restriction enzyme. ¢ PCR-IGS pattern from corresponding
genomic amplicons digested with the Tagl restriction enzyme.
d PCR-IGS pattern from corresponding genomic amplicons
digested with the Alul restriction enzyme. 1000-bp DNA ladder
molecular marker (Thermo Scientific). All experiments were
carried out twice

demonstrating genetic diversity of bacterial strains
and communities associated with plants, particularly
with isolates belonging to the Azospirillum genus
(Baudoin et al. 2010; Garcfa-Martinez et al. 1999;
Vezyri et al. 2013). Therefore, we combining
molecular methods with biochemical and phenotypic
studies is also a particularly useful strategy for
investigating diversity among Azeospirillum popula-
tions. The data we presented are consistent with
previously published data of a partial 16SrDNA
sequence. The IGS-PCR-RFLP analysis of strains of
different species showed that these were clearly
differentiated from each other. Thus, the IGS results
exhibits large variability, and it is useful for differen-
tiating genomic groups at the intraspecific level. In
fact, this approach is a useful fingerprinting method for
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characterizing strains at a higher level than that
obtained with ARDRA or 165 rDNA sequencing
(Baudoin et al. 2010; Garcia-Martinez et al. 1999;
Vezyri et al. 2013).

However, an exception was found with A. brasilense
40 M and 42 M. Both strains contained ipdC, hisCl,
and hisC2 genes with 100 % identity and an identical
RFLP pattern after IGS-PCR digestion with the three
restriction enzymes that were used (Fig. 6). A recent
study of the biochemical and phenotypic properties of
these strains showed that 40 M and 42 M, which were
isolated from maize in Argentine (Garcia de Salamone
et al. 1996), are similar but not physiologically identical
and have also shown different. ACC deaminase activity
and fatty acid methyl ester profiles of their cells (Di
Salvo et al. 2014). Thus, we cannot rule out the
possibility that these two isolates are very closely
related strains of different biotypes. However, grain-
yield performance and aerial biomass production
exerted by both strains when inoculated independently
of each other, to several cereal crops were not always
similar (Di Salvo et al. 2012).

In the promoter region and ipdC gene, this gene has
been determined only in A. brasilense and A. zeae
{Carrefio-Lopez et al. 2000; Spaepen et al. 2007a, b;
Venieraki et al. 201 1); however, it will be important to
assess whether its existence in Azespirillum isolates
belong to others species. We did not find a correlation
between the occurrence of the 150 bp insertion in the
promoter region of ipdC gene and level of [AA
production; (Malhotra and Srivatava 2008a) found that
the knock-out ipdC gene from A. brasilense SM
isolated from India exhibited 50 % less LIAA produc-
tion compared with the SM wild-type strain. This
suggests that the variability in the copy number of the
ipdC gene within the same bacterial species may
possibly contribute to the variability in IAA produc-
tion between members of the same species. Our
analysis of all of the strains by PCR-RFLP (Fig. 52)
and Southern blot indicated that only one copy was
present. This could not be the reason for explaining the
high level of IAA production obtained with our
isolates. However, previous studies have demonsirat-
ed that phenotypic variants of A. brasilense Sp245 and
A. brasilense Sp7 collected after prolonged starvation
or stocking periods showed quite different PCR
pattern and plasmid profiles, as well as phenotypic
variations (Lerner et al. 2010: Vial et al. 2006).
Therefore, it is conceivable that a long period of

preservation and continuous culture may be responsi-
ble for modifying IAA production. Determination of
IAA production was performed using the method
described by Szkop and Bielaswki (2013), which
involves the use of non-IAA solvent extraction, and
the data obtained herein showed that this is a better
method for IAA determination, compared with previ-
ous results obtained in our laboratory (Pedraza et al.
2004 Soto-Urzida et al. 1996).

In conclusion, although the exact mode of action
through which Azespirillum enhances plant growth is
not vet fully understood, the plant growth-promoting
activity is mainly attributed to IAA phytohormonal
activity (Dobbelaere et al. 2001; Bashan and de
Bashan 2010). Our data indicate that isolates from
different regions constituted a homogenous population
in terms of their ipdC, hisCl, and hisC2 genes.
Because the ipdC gene encodes PPDC, which is a key
enzyme in producing the growth hormone [AA, its
highly conserved nature makes it an ideal molecular
tool for determining A. brasilense strains that can be
used as inoculants. PCR is a useful and simple method
for rapidly discrimination of A. brasilense strains and
for developing new strain-specific DNA markers for
identifying agriculturally important strains. Therefore,
the newly designed primers used in this study might be
used as alternative molecular marker to identify soil
populations of A. brasilense strains and monitor their
presence after inoculation.
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