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1. Resumen
El constante aumento poblacional sugiere un gran problema para la produccion

agricola, la cual ha recurrido a la utilizaciéon de agroquimicos para poder solventar la
demanda de productos alimenticios en el mercado, sin embargo, las consecuencia de
Su uso constante trae consigo la perdida de fertilidad del suelo, afectando el
abastecimiento de productos agricolas, por lo que la aplicacién de una agricultura
sustentable puede ser una alternativa, a traves del uso de buenas practicas y
bioinoculantes, estos Ultimos son capaces de influir positivamente en el crecimiento
de las plantas para una mejor produccion, es decir, son benéficos para las plantas. A
este tipo de microorganismos se les conoce como Bacterias Promotoras del
Crecimiento vegetal o PGPR por sus siglas en inglés Plant Growth Promoting
Rizobacteria. Azospirillum es uno de los géneros principales que conforman las

PGPR’s y uno de los mas estudiados y comercializados.

Se ha reportado que para que los efectos benéficos de Azospirillum, como la fijacion
de nitrogeno, sintesis de fitohormonas, control de fitopatdgenos y proteccion contra
estrés abidtico, es necesario que estas bacterias colonicen la rizosfera, por lo que es
un paso importante para que la interaccion bacteria-planta se lleve a cabo, este
proceso depende de otros procesos muy importantes, como la movilidad y la
adhesion a las raices para la formacion de biopelicula, a través de la quimiotaxis,
movimiento que depende del flagelo, el cual se encarga de llevar a la bacteria hacia

los rizodepaositos.

Estudios recientes sobre la estructura de la proteina TyrR han proporcionado
informacion importante de la alta homologia que guarda con otras proteinas TyrR de
otras bacterias, asi como de la identificacion de un motivo GAFTGA en el dominio
central, siendo indispensable para la activacion dependiente de ¢>*. Para el correcto
analisis fenotipico se requirié el uso de una mutante la cual fuera deficiente de TyrR
(Mut. 2116 tyrr minus), y asi poder hacer las comparaciones adecuadas y evaluar la

participacion de la proteina TyrR en la regulacién de ciertos genes.

Un analisis bioinformatico nos permitié observar y ubicar in silico las secuencias de
presuntos promotores de interés en Azospirillum brasilense Sp7 y con base a ello

suponer que pudiesen ser regulados por TyrR, ademas de analizar la adquisicion de



esta proteina al género Azospirilum y mas especificamente en Azosporillum

brasilense Sp7.

El presente trabajo aborda un regulador transcripcional, TyrR, en Azospirillum
brasilense, una de las PGPR mas estudiadas, para evaluar la regulacion de TyrR en

selectos promotores implicados en la formacion de biopelicula.

2. Introduccién
El interés por generar una agricultura sustentable la cual cumpla con adecuadas

practicas de produccion cuyo objetivo sea satisfacer las necesidades humanas
conservando y mejorando la calidad de los productos y del ambiente, es decir, hacer
un uso eficiente de los recursos no renovables y disminuir el uso de agroquimicos, ha
llevado a buscar alternativas las cuales generen un alto rendimiento de produccion
sin dafiar las condiciones del suelo y agotar sus nutrientes. Una propuesta viable es
el uso de inoculantes bacterianos, los cuales pueden incrementar la productividad de
ciertos cultivos sin causar degradacion del suelo, estos inoculantes microbianos
actuan a nivel de la rizosfera, donde se genera una interaccion bacteria-planta (23,
27).

Lorenz Hiltner, en 1904 utiliz6 el término rizosfera para referirse a la interaccion
bacteria-raiz en leguminosas (16), el constante interés por conocer mas sobre lo que
engloba la rizosfera llevo a redefinir considerando los cambios bioldgicos, quimicos,
bioquimicos y fisicos que ocurrian, resultado del crecimiento de las raices, absorcion
del agua y nutrientes, la rizodeposicion y la respiracion, refiriéendose a cierto volumen
de suelo que es adyacente a la raiz y que es afectado por ella (16, 27). Las raices
liberan exudados radiculares (acidos organicos, azucares, aminodacidos, flavonoides,
atrayentes bacterianos, vitaminas entre otros), que una vez liberados alteran las
propiedades del suelo proporcionando un sustrato adecuado para el desarrollo de

comunidades bacterianas (4, 20).

A las comunidades bacterianas, que afectan de manera positiva el desarrollo de las
plantas se les conoce como como Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal
(PGPR, por sus siglas en ingles), término acufiado por Kloepper y Schroth en 1978,
ya que son capaces de colonizar activamente el sistema radicular para mejorar su

crecimiento y rendimiento (18,20).



La colonizacién de la rizosfera es un paso importante para que el beneficio de la
interaccion bacteria-planta se lleve a cabo, este proceso depende de otras funciones
muy importantes, como la movilidad y la adhesion a las raices para la formacion de
biopelicula, a través de la quimiotaxis, movimiento que depende del flagelo, el cual se
encarga de llevar a la bacteria hacia los rizodepdsitos (19, 27), es decir, involucra la
participacion y regulacion de genes implicados en el funcionamiento de diversos
mecanismos de colonizacion y biosintesis, por lo que el estudio de la regulacion a

nivel transcripcional es importante para la comprension de los mismos.

3. Antecedentes
3.1 Antecedentes generales

El inicio de la transcripcion en bacterias requiere del reconocimiento especifico por
factores o de secuencias dentro del promotor en el ADN. Ademas de un
mecanismo para la desnaturalizacion del ADN en el sitio promotor para liberar la
cadena codificante e iniciar la sintesis de ARN, los factores o dirigen la unién de la
polimerasa a promotores especificos y también median el evento de fusion del
duplex del ADN. El factor 6 contiene un solo miembro el cual muestra poca
similitud con ¢’® cuya familia esta conformada por un grupo diverso de factores de
mantenimiento y factores o alternativos. La iniciacién de la transcripcion por o>
requiere de activadores para la isomerizacion del complejo cerrado, estos
activadores se unen a los sitios -80 a -150 pb rio arriba del promotor, también
conocidos como secuencias activadoras cadena arriba (UAS) o sitios potenciadores
(10, 11).

Caracteristicas del factor a54 y el factor 70

El factor 0> varia de la clase o’° debido a que cada miembro del factor c’° se une
a los elementos promotores conservados -10 y -35 aunque la secuencia consenso y
espaciado sean diferentes para cada factor de esta clase. La union de o se
produce en los elementos GG -24 y GC -12 que forman parte de una secuencia
consenso mas amplio. El elemento -12 es importante para la transcripcion, ya que
cambios en este elemento o sustitucion de aminoacidos en o> deterioran la
transcripcion, ademas, eliminaciones de nucleétidos entre los elementos -12 y -24

restringen la funcion del promotor, por lo que el espacio entre ambos elementos es



fundamental para la transcripcion mediada por %4, A pesar de que los miembros de
las dos familias se asocian a la misma enzima ARN polimerasa central (RNAP), las
holoenzimas resultantes actlan a través de mecanismos completamente diferentes
para activar la transcripcion, el factor o’° unido a las secuencias consenso -10 y -35
forma un complejo cerrado (CC) energéticamente desfavorable que facilita el paso
a un complejo abierto (OC), en contraste el factor 0% requiere de activadores
especificos de la clase AAA+, llamados bEBP, que acoplen la energia a partir de la
hidrélisis del ATP para la isomerizaciéon del complejo cerrado RNAP-g°* y de paso a
la iniciacion de la transcripciéon, esto se debe a que la interaccion entre 0°* y los
elementos -12/-11 forman una fusion temprana similar a una unién en horquilla, ya
gue se une estrechamente a secuencias promotoras y no a la hebra
complementaria evitando la isomerizacion espontanea. Sin embargo, el paso
dependiente de la energia por hidrolisis del ATP asegura la eliminacion de la
interaccion inhibidora en la posicion -12/-11 para que se dé la formacion de
complejos abiertos en el sistema o> (2, 19).

El factor 0 posee 3 regiones basadas principalmente en la funcién mas que en su
estructura. La region | (Residuos 1 a 56 en E. coli) es una secuencia rica en glutamina
y leucina, representa el dominio regulador de 6> que se une al elemento promotor -
12 para formar el centro regulador RNAP-g%4, la cual evita la isomerizacion
espontanea del complejo cerrado y ademas esta region es el objetivo del activador
AAA+ en la transcripcion dependiente de ¢°4. La region Il es variable en composicion
y longitud de aminoéacidos, conformandose desde 26 hasta 110 residuos dependiendo
del género bacteriano, pero se puede caracterizar por el predominio de ciertos
residuos de aminoacidos acidos, esta region no es esencial para la transcripcion, sin
embargo, se ha demostrado que la eliminacién de ésta en unas bacterias altera la
actividad de la holoenzima en la isomerizacion a complejos abiertos. Evidencia
reciente sugiere que esta region esta implicada en la union y la fusién del ADN. La
region lll C-terminal (108 a 477 residuos en E. coli) esta bien conservada y contiene
los principales determinantes de la unién al ADN promotor (329 residuos a 463 en E.
coli), incluyendo un motivo de entrecruzamiento del ADN (329 a 346 residuos en E.
coli) y una caja RpoN (454 a 463 residuos en E. coli). Estudios estructurales basados

en resonancia magnética nuclear (RMN) de la regién Il de o en Aquifex aeolicus



revel6 la presencia de un motivo HTH en el que la caja RpoN forma la hélice de
reconocimiento que se une al elemento promotor -24. Antes de la caja RpoN se
encuentra un motivo HTH adicional que se une al elemento promotor -12. Esta region
de 0% contiene ademas determinantes para la unién de R NAP central (120 a 215
residuos) (Figura 1) (2, 10).

Activator (AAA+) interactions
Weak RNAP binding

-12 DNA binding Strong RNAP binding Promoter DNA binding
f—% r % N '3 A N
N | ‘ ‘ bl €
l“—_ I s — (———
1 56 120 215 329 346 366 386 454 463 477
X-link Putative RpoN
HTH box
[

Region I ! Region 11 Region III

Figura 1. Organizacion del dominio de Sigma 54. Residuos 1 a 477, posee 3 regiones (I, Il y Ill). La
region | interactla con el activador de la transcripcion. La Region Il suele ser &cida y por lo general
ausente. La region lll, incluye a la region de entrecruzamiento del ADN, el motivo HTH y la caja RpoN,
presentes en el extremo C terminal. Recuperado de Bush and Ray. “The Role of Bacterial Enhancer
Binding Proteins as Specialized Activators of o°*-Dependent Transcription.” Microbiology and Molecular
Biology Reviews, 2012.



Proteinas de Union Potenciadoras (EBP)

Por las similitudes que existe entre la unién a proteinas de unién potenciadoras
eucariotas (EBP), los activadores dependientes de 0> se denominan proteinas
potenciadoras de unién al ADN bacterianas (bEBP) y debido a la similitud en
estructura y funcion son clasificadas como miembros de las proteinas AAA+
(ATPasas asociadas con diversas actividades celulares). Estas proteinas son
universales en los organismos Vvivos y se encargan de convertir la energia quimica
almacenada como ATP a energia mecanica para procesos celulares. Dado que las
bEBP se unen rio arriba del sitio de inicio de la transcripcidn, para que el activador
pueda interactuar con la holoenzima RNAP-0°* es necesario que el ADN sufra un
doblamiento entre los potenciadores y el sitio promotor. Dicho bucle de ADN
observado a través de microscopia electrénica (EM) y microscopia de fuerza
atomica de barrido ha demostrado que a menudo es ayudado por el factor de
integracion del huésped (IHF) y/o HU, proteinas pequeias heterodiméricas que se
unen entre los sitios del promotor y del potenciador y que son capaces de doblar a
la doble hélice180 grados. Ademas de lograr un contacto eficaz entre el activador y
la holoenzima, IHF en la topologia del ADN contribuye a la especificidad y eficiencia
de la activacion (2, 26, 13).



Los bEBP son proteinas moduladoras especializadas de la transcripcién o>-
dependiente, constan de tres dominios, un dominio regulador (R) N-terminal
involucrado en la percepcion de la sefial y modula la actividad de la bEBP, un
dominio AAA+ central (C) responsable de la hidrolisis de ATP para activar la
transcripcion dependiente de 6°* y el dominio de unién al ADN C-terminal (D) que
contiene el motivo HTH que permite el reconocimiento especifico del sitio UAS.
Debido a que los dominios reguladores no comparten una homologia en comin y a
gue tienen varios motivos sensoriales la familia bEBP se ha dividido en cinco grupos
(Figura 2) (2,10).

R domain(s) C domain D domain
NuC
&  S———
Nuch
& — AR
Group | NurCs E
——————— _—— ——
DaD
& ——— -
ZraR
& —_— e —
XyiR XyIR_N V4R
——— -
Group 11 DmpH XylR_N VaR -
——— -
| —
7| . s
SRR e — e —
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& — =
Group 111 NorR GAF
——
NIfA
& N — ——
PepF PspA
— - —
Group IV MR
—— S—
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s | o
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R —

Figura 2. Arquitectura de dominio de los cinco grupos clasicos (grupos | a V) de bEBP.
Tomada de “The Role of Bacterial Enhancer Binding Proteins as Specialized Activators of 54-
Dependent Transcription” (p.2). Bush & Dixon, 2012, Microbiology and Molecular Biology Review 76.



Dominio central

El dominio central AAA+ esté implicado en la union e hidrdlisis de nucleotidos, la
oligomerizacién y el contacto con o°4. Siendo el dominio mas conservado, se ha
dividido en siete regiones conservadas, C1 a C7. Las bEBP contienen dos
inserciones Unicas que forman bucles de superficie expuesta, el bucle 1 (L1) que se
forma a partir de una insercion que se proyecta fuera de una hélice a en la region
C3 y contiene un motivo GAFTGA altamente conservado, mientras que L2 se
encuentra insertado entre C5 y C6, ambos tienen un papel importante en

interacciones con ¢°4 (2, 13).

Los dominios AAA+ se caracterizan por poseer los motivos Walker A (WA) ubicado
en la region C1 formando un bucle P con la secuencia consenso GxxxxGK (T/S)
gue interactua con los fosfatos del ATP y Walker B (WB), en la region C4, que tiene
una secuencia consenso hhhhDE (h es cualquier aminoacido hidréfobo), este
motivo es necesario para la hidrolisis de nucledtidos. Otra caracteristica comun de
estas proteinas AAA+ es la presencia de los motivos del sensor | y sensor I,
presentes en las regiones conservadas C6 y C7, los residuos del sensor | se
encuentran dentro de un bucle que contiene un residuo de treonina conservado que
interactda con el segundo residuo acido del motivo Walker B y que esta implicado
en el acoplamiento e hidrélisis de nucleétidos a cambios conformacionales en L1y
L2 expuestos a la superficie. Los residuos del sensor Il en C7 se encuentran en la
tercera hélice del subdominio de hélice y estan implicados en la union de
nucleotidos. Los miembros de la superfamilia AAA+ también contienen uno o dos
residuos de arginina (dedos R) implicados en la catalisis entre subunidades y

deteccion de nucledtidos (2).

El motivo GAFTGA (en la region 3), es una caracteristica estructural de la subfamilia
de dominios AAA+ de las bEBP, este motivo altamente conservado forma un bucle
en la superficie del dominio AAA+ que contacta con o durante la hidrélisis de ATP.
Por lo que se ha demostrado que el motivo GAFTGA es critico para la formacion de
complejos abiertos y una mutacion en cualquiera de los seis aminoacidos tiene

graves repercusiones sobre la capacidad para hidrolizar ATP, ponerse en contacto



con o> 0 activar la transcripcion. Por lo que se ha sugerido que una comunicacion
de esta informacién a 0 a través de la regién | podria permitir que 0> establezca
contacto con el ADN monocatenario, que es necesario para la formacion de

complejos abiertos (26).

La mayoria de las bEBP existen equilibradamente entre formas diméricas vy
hexaméricas, en el caso de PspF (proteina F de fagos, en E. coli), la union de ATP

o ADP promueve la hexomerizacién e hidrélisis de ATP (2, 13).

La hidrolisis del ATP acoplada a la formacion del complejo abierto a través de
cambios conformacionales en el dominio AAA+ conduce a la reubicacion de L1y L2
gue contienen a GAFTGA. Debido a que el sitio de hidrélisis se forma entre
interacciones de residuos de protomeros adyacentes, es necesario la oligomerizacion
del domino AAA+ para formar una bEBP capaz de activar la transcripcion, en
respuesta a una sefal estimulante de la oligomerizacién de la bEBP se facilita por
medio de interacciones entre los dominios centrales AAA+(C). El estado oligomérico
funcional exacto de las bEBP varia segun el organismo o el grupo evolutivo, formando

hexameros o heptameros (2)

Dominio R

Muchas bEBP contienen el dominio N-terminal o regulador (R), que responde a
diversas sefiales ambientales, capaz de regular la actividad del dominio AAA+
central, quienes carecen del dominio R solo constan de los dominio C y D o del
dominio de unién al ADN (dominio R mas C). Hay tres formas principales en las que
el dominio regulador logra la regulacibn de bEBP en respuesta a una sefal
ambiental, las cuales son la fosforilacion, la union a ligando y la interacciones
proteina-proteina, asi como también esta la clasificacion segun el tipo de dominio
presente en el extremo amino terminal de la proteina, dependiendo del método de
activacion de bEBP, por lo que se hayan clasificadas en cinco grupos (I al V).

Las bEBP del grupo | contienen un dominio regulador de respuesta (RR), el grupo Il
contiene dominios Per, ARNT y Sim (PAS) o dominio XylR-N y V4R (vinil
reductasa), las bEBP del grupo Ill contienen una fosfodiesterasa estimulada y

especifica de cGMP, una adenilato ciclasa de Anabaena y el dominio FhlA (GAF)



de E. coli. HrpR y HrpS del grupo IV son coactivadores de la transcripcion (2).

Fosforilacion: varias bEBP son parte de sistemas de dos componentes (TCS, por
sus siglas en inglés ) que acoplan un estimulo externo a una respuesta interna, estos
sistemas se componen por una cinasa de histidina (HK) con un dominio central de
cinasa conservado y una proteina reguladora de respuesta (RR) con un dominio
regulador conservado. La HK detecta los estimulos para modular su actividad en la
fosfotransferencia, ya quetransfiere un grupo fosforilo a un aspartato conservado en el
RR, una vez que el RR es fosforilado es capaz de activar un dominio efector rio abajo
gue provoca una respuesta especifica en la célula bacteriana, en los casos de
respuesta al estado de nitrégeno en la célula la cascada de fosforilacién se encuentra

controlada por la uridililtransferasa (GInD), (2).

Union a ligando: Algunos activadores tienen un dominio regulador (R) que se une a
pequefias moléculas efectoras (Figura 2), la union de ligando directa de compuestos
aromaticos a un dominio de vinil 4 reductasa (V4R) activa a DmpR (Pseudomonas sp)
y XYLR (Pseudomonas putida), bEBP del grupo Il, y como respuesta a la union de
ligando pequeiios DmpR codifican las enzimas involucradas en el catabolismo de
fenol y metilfenoles. Entre otras respuestas que puede tener la union a ligando por
diferentes proteinas son la activacion de la transcripcion del sistema de formiato
hidrogeno-liasa, desintoxicacién del 6xido nitrico (NO) o la deteccion de sefales a
través de un cofactor. La proteina tipo bEBP TyrR de E. coli contiene tanto el dominio
PAS como el dominio ACT, ademas facilita la activacion o represion de la
transcripcion de genes involucrados en la biosintesis y el transporte de aminoacidos
aromaticos, aungue no es un activador de la transcripcién dependiente de ¢54. Por lo
cual se piensa que el dominio ACT es el sitio de union para tirosina, fenilalanina o

triptéfano, mientras que PAS tiene un papel de contacto con el aCTD de RNAP.

Las interacciones proteina-proteina forman parte de otro grupo de bEBP quienes
por este medio regulan la actividad del dominio AAA+, estas interacciones se

efectdan con otra proteina llamada anti activador (2,10).



Las bEBP han desarrollado diferentes métodos para la transduccion de sefiales del
dominio R (sitio de deteccion) al dominio C catalitico, la transduccion puede estar
sujeta a un control positivo o un control negativo, siendo este Ultimo el mecanismo
de control dominante. Dado que es indispensable el control de la actividad del
dominio AAA+ por la regulacion de bEBP ante respuesta de sefiales ambientales, el
dominio R se dirige a tres aspectos diferentes de la actividad AAA+; la
oligomerizacién del dominio AAA+, la actividad ATPasa de este dominio y la

interaccién con ¢°* (Figura 3), (2).
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Figura 3. Posibles objetivos de la regulacién mediada por dominios regulados. A. ComuUnmente el
dominio regulador reprime la oligomerizacion (NtrCl y DctD) o promueve la autoasociacién en
respuesta a una sefial (NtrC). B. La regulacién negativa se dirige a la hidrolisis de nucleotidos
(PspF), la union a ATP establece una interaccion débil con ¢ mientras que la hidrolisis de ATP
establece una interaccion fuerte, remodelado la holoenzima. C. Podria representar un mecanismo
de control, donde la interacciéon de NorR con ¢ podria ser el objetivo regulatorio. Tomada de “The
Role of Bacterial Enhancer Binding Proteins as Specialized Activators of 54-Dependent
Transcription” (p.2). Bush & Dixon, 2012, Microbiology and Molecular Biology Reviews, 76 (3).

Papel del dominio C-terminal (D)

También denominado, de union al ADN (D), dirige la unién de la bEBP a través del
motivo HTH a los sitios potenciadores tipicamente de -80 a -150 pb rio arriba del
promotor. Tiene la funcion de dirigir la union del activador a los objetivos de ADN,
asegurando una respuesta especifica, también es responsable de facilitar la
formacion de oligbmeros y que se ha demostrado que la oligomerizacion depende
del ADN en las bEBP XyIR, NtrC y NorR, cuando esta presente mas de un sitio
UAS, la union de multiples dimeros de bEBP al ADN potenciador conduce a un
aumento en la concentracion local del activador facilitando asi la oligomerizacion,

asi como estabilizar el hexamero y mantener la fidelidad regulatoria del dominio R



(2, 13).

La especificidad de la interaccion del ADN se mantiene mediante sitios de unién
bien conservados del potenciador (UAS), que son mediadas a través del
reconocimiento de la segunda hélice del motivo HTH. La mayoria de la bEBP se
une al ADN como dimeros al menos en un sitio de reconocimiento o cajas, ademas

se han identificado hasta tres cajas rio arriba del promotor blanco (2, 13).

3.2 Antecedentes especificos

Genero Azospirillum

El género Azospirillum spp., se encuentra conformado por bacterias gram negativas
vibroides, no forman esporas y ademas poseen granulos de polihidroxibutirato y
gue pueden formar quistes. Estas bacterias pertenecen al filo alfa-proteobacteria, y
constituye una subclase de la familia Rhodospirillaceae, originalmente descrito por
Krieg y Dd&bereiner, para incluir a una especie anteriormente llamada Spirillum
lipoferum. Tienen un flagelo polar y varios flagelos laterales cortos. Son
microorganismos quimioorganotrofos aerobicos no fermentativos presentes en una
gran diversidad de ambientes y plantas, incluyendo aquellos de importancia
agronomica (cafia de azUcar, cereales, gramineas forrajeras) ademas de otras

especies vegetales como café, frutales y plantas florales (1, 28).

Las bacterias de este género son Promotoras del Crecimiento Vegetal (Plant Growth
Promoting Bacteria, PGPB por sus siglas en inglés) mejores estudiadas en
agricultura por ser capaz de fijar N2, el metabolismo del N2 le permite adaptarse a
diferentes condiciones del suelo y, por lo tanto es un microorganismo competente
para colonizar la rizosfera, concepto introducido en 1904 por Lorenz Hiltner para
referirse a la interaccion entre rizobacterias y raices de plantas leguminosas, y/o
tejidos internos de la planta (4, 11, 23). Generalmente la rizosfera estd compuesta
de minerales, agua y oxigeno ademas de materia organica, debido a las sustancias
inorganicas presentes y a las sustancias organicas que las plantas exudan a través
de sus pelos radicales, también llamadas rizodeposiciones, resultados de procesos

fotosintéticos, A. brasilense y A. lipoferum son los mejores caracterizados tanto



bioquimica como genéticamente para la adaptacion al medio, ademas de su uso en
inoculantes comerciales por su capacidad de colonizar mas de 100 especies
vegetales (11, 23, 25).

Azospirillum tiene multiples mecanismos adicionales que contribuyen a un mayor
crecimiento y rendimiento de cultivos como la solubilizacion de fosfato,
produccién de hormonas, sideréforos, control de fitopatbgenos y proteccion contra
estrés abiotico como salinidad, sequia o compuestos toxicos. Ademas, es capaz de
promover el crecimiento indirectamente mediante mecanismos que ocurren al
exterior de la planta, o bien mediante mecanismos directos que ocurren en el

interior de la misma y afectan directamente su metabolismo (1, 23, 28).

La union a las raices superficiales, a través de movimientos quimiotacticos, es
considerada el primer paso necesario para la colonizacion de la planta,
estableciendo asociaciones simbidticas en los pelos radiculares, algunas cepas son
capaces de colonizar tejidos internos como bacterias endofiticas sin mostrar efectos
negativos en el hospedero (3, 7). La formacion de biopelicula, la cual es un proceso
complejo que sucede en diferentes fases, iniciando con la adhesion, fijacion,
maduracion y dispersion, les permite a las bacterias incrementar su capacidad de
adherencia, colonizacién y tolerancia al estrés ambiental, asi como proveerles un

nicho protector para posteriormente colonizar otras raices (4, 16, 19).

Se ha demostrado que Azospirillum spp ejerce un efecto positivo en el nUmero de
nodulos inducidos por Rhizobium, desarrollo de la planta, peso seco y fijacién de
N2, por lo cual es el principal inoculante comercial para cultivos de cereales.
Ademas, induce el crecimiento de pigmentos fotoprotectivos como carotenoides
necesarios para la fotosintesis o contrarrestar las moléculas oxidativas producidas

durante la salinidad,sequia o situaciones de estrés como frio (23).

Factor de Transcripcion TyrR de A. brasilense

El factor transcripcional TyrR ha mostrado desempefiar un papel muy importante en
la regulacion de genes gue son esenciales para la biosintesis, el transporte y la

degradacion de aminoacidos. A través de una busqueda bioinformética de BLASTP,



utilizando una secuencia de aminoacidos de TyrR de E. coli K12, se localiz6 el gen
tyrR en el genoma de A. brasilense, del cual se identificO una proteina que es
codificadapor el gen AMK58_RS07030 mostrando un 43% de identidad y un 59%
de similitud con respecto a TyrR de E. coli. El gen tyrR fue amplificado por PCR de
ADN cromosomal de A. brasilense Sp7 (12).

El gen encontrado y amplificado fue clonado y secuenciado y la proteina traducida
se analiz6 mediante alineacion de secuencia mdltiple con proteinas TyrR. La
proteina TyrR se analizé mediante estudios estructurales utilizando el N-terminal del
modelo de proteina TyrR de E. coli K12, el dominio de ATPasa AAA+ central de
Pa_FleQ-A+ de la proteina modelo de P. aeruginosa y el dominio de unién del ADN
al ADN C- terminal del modelo de proteina TyrR de H. influenzae. La proteina
compartia una gran similitud con cada dominio con respecto a la organizacion del
dominio, motivos  caracteristicos, estructura secundaria y caracteristicas
topograficas que exhiben las proteinas de unidon a potenciadores bacterianos
(bEBP) (12).

El andlisis bioinformatico del genoma completo de A. brasilense Sp7 permitio
identificar motivos con fuerte homologia a los descritos como sitios de unidn para
TyrR que incluian la secuencia consenso (TGTAACG-N4-CTTTACA),
proporcionando informacion de supuestas cajas TyrR en la region promotora de
genes posiblemente regulados por TyrR, ademas se sabe que varios regulones
(metabolismo de aminoacidos, metabolismo de acidos grasos, glucosiltranferasa,
actividad de transduccién de sefales, actividad de transporte de membrana y
regulacion transcripcional), asi como genes de funcion desconocida tienen
secuencias promotoras que contienen motivos que coinciden con una 0 mas cajas
TyrR. La region promotora intergénica posee tres cajas TyrR y rio abajo del gen tyr
se encuentra el gen AMK58 RS07035, que codifica un D-aminoacido
deshidrogenasa involucrada en el catabolismo de D-alanina, importante para utilizar

a la D-alanina como Unica fuente de carbono (12).

El regulador transcripcional TyrR de A. brasilense Sp7 no participa directamente en
la regulaciéon de la biosintesis de IAA, sin embargo, regula la transcripcién del gen

dadA que codifica D-alanina deshidrogenasa, que rompe el enlace entre el grupo



amino y la estructura carbonada lo que permite el uso de la D-alanina como Unica
fuente de carbono. Ademas, el regulador transcripcional TyrR esta involucrado en la
regulacién de la formacién de biopeliculas en A. brasilense Sp7, hipotetizando que
se debe por la regulacion de genes que codifican proteinas especificas como la
glucosiltransferasa, responsable de la transferencia de azucares de nucledtido
difosfato a sustratos como polisacéridos, proteinas transductores de sefiales como

la proteina de quimiotaxis aceptora de metilo (MCP), (10, 12).

Debido a las caracteristicas exhibidas por la proteina TyrR de A. brasilense Sp7 se
ha clasificado como una proteina de unién potenciadora bacteriana (bEBP), siendo
un activador dependiente de ¢4, lo que podria clasificarse como miembro de la
subfamilia del grupo 1l de proteinas AAA+. Debido a sus caracteristicas, el factor
transcripcional TyrR de A. brasilense ha demostrado tener un papel importante en
la regulacion de genes esenciales para biosintesis, transporte y degradacion de
aminoacidos (12).

4. Justificacion
Con la intencion de dirigir a la agricultura mundial hacia un enfoque mas sustentable y

amigable con el medio ambiente y que asi mismo satisfaga la demanda de alimentos
de la poblacion, generando productos de calidad nutritiva, los microorganismos del
suelo resultan de gran interés como alternativa biologica y ambientalmente favorable
para la recuperacion de suelos agricolas debido al uso intensivo de los agroquimicos.
Estos microorganismos tienen un papel fundamental e importante en la regulacion de
una rizosfera feértil, permitiendo la conservacion de la diversidad vegetal en los
ecosistemas. Azospirillum brasilense, es considerada una rizobacteria PGPR debido
a la capacidad de promover el crecimiento vegetal de cultivos de interés agronémico

actuando principalmente a nivel de las raices.

En este trabajo se pretende estudiar si presuntos promotores, que le confieren la
caracteristica de PGPR a A. brasilense Sp7, se encuentran regulados por la proteina
potenciadora TyrR, ya que el pronto estudio y entendimiento de los mecanismos
directos e indirectos por los cuales A. brasilense logra interactuar con la planta y
promover beneficiosamente un mejor desarrollo a través de la colonizacion, fijacion

de nitrégeno y disponibilidad de nutrientes, entre otros, permitira un mejor



aprovechamiento y optimizacién de estos efectos benéficos en una agricultura

sustentable.

5. Planteamiento del problema
Conocer los mecanismos por los cuales A. brasilense logra la correcta interaccién con

la planta, es decir, la quimiotaxis y la colonizacién, que son procesos fundamentales

para los efectos beneficiosos, permitird aprovechar el uso adecuado de las bacterias.

Determinar si el factor transcripcional TyrR de A. brasilense esta involucrado en la
regulacién de presuntos promotores implicados en la formacion de biopelicula y
guimiotaxis, a través de la generacion de una mutante TyrR, nos permitira conocer
mas a detalle su funcion en los genes de interés, es por ello que un primer analisis in
silico, como la bioinformatica, nos puede proporcionar un panorama general de lo que
esta ocurriendo con los genes de interés, estos resultados daran paso a los estudios

y analisis experimentales para una mejor comprension de estos procesos.

6. Hipotesis Cientifica

La proteina TyrR de A. brasilense Sp7 esta involucrada en la regulacion de la
expresionde genes que participan en la actividad de transduccion de sefiales, y
gue se presupone pueden estar relacionados en mecanismos de quimiotaxis y

formacion de biopelicula.

7. Objetivos
7.1 Objetivo General

Determinar la actividad de presuntos promotores regulados por TyrR en A.

brasilense Sp7.
7.2 Objetivos Particulares

Analizar de manera bioinformética las secuencias de presuntos promotores

regulados por TyrR.
Construir fusiones transcripcionales pRUPr-tyrR-gfp-gusA.

Expresar las fusiones transcripcionales en A. brasilense Sp7 y A. brasilense 2116

(tyrR minus).



8. Esquemade trabajo

Disefar oligonucledtidos
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Conjugacion de:

E. coli (pRUp) X A. brasilense
Sp7 o A. brasilense 2116 (tyrR

minus)

1 1

Andlisis de la
expresion de GFP

Andlisis de la
actividad de Ia

mediante enzima B-
microscopia  de Glucuronidasa
fluorescencia

9. Materiales y métodos
9.1 Material biologico
Tabla 1. Cepas, plasmidos y reactivos empleados en este estudio.
Cepas empleados en este estudio
Cepa Genotipo/Fenotipo Referencia

Escherichia coli

HB101 Contiene el plasmido “helper’ pRK2013

Bioresearch
Technologies

A(argF-lac)169, ¢80dlacZ58(M15), AphoAS8,
gInX44(AS), deoR481, rfbC1, gyrA96(NalR),
recAl, endAl, thiE1l and hsdR17.

Escherichia coli
DH5a

TermoFisher
Scientific

Escherichia coli
DH5a pRU11pflgC

Derivada de Escherichia coli DH5a, con el
plasmido pRUpflgC. TcR

Este estudio

Escherichia coli
DH5a pRU11pSTAS

Derivada de Escherichia coli DH5a, con el
plasmido pRUpSTAS. TcR

Este estudio

Escherichia coli
DH5a pGEMpflgC

Derivada de Escherichia coli DH5a, con el
plasmido pGEMpflgC. ApR

Este estudio

Escherichia coli
DH5a pGEMpSTAS

Derivada de Escherichia coli DH5a, con el
plasmido pGEMpSTAS. ApR

Este estudio

Azospirillum

brasilense Sp7 Cepa silvestre

Tarrand et al, 1978

Derivada de A. brasilense Sp7 mutada en el

A. brasilense 2116 gen tyrR. GmR

Jijébn Moreno et al.
2019




A. brasilense

Derivada de A. brasilense Sp7, con el

Este estudio

pRU11pflgC plasmido pRUpflgC. Tc®
A. brasilense Derivada de A. brasilense Sp7, con el Este estudio
pRU11pSTAS plasmido pRUpPSTAS. TcR

A. brasilense 2116
pRU11pfigC

Derivada de A. brasilense 2116, con el
plasmido pRUpflgC. Tc?/ GmR

Este estudio

A. brasilense 2116
pPRU11pSTAS

Derivada de A. brasilense 2116, con el
plasmido pRUpSTAS. Tc?/ GmR

Este estudio

A. brasilense 2116

Derivada de A. brasilense 2116, con el

Este estudio

pRU11pmpc plasmido pRUpMCP. Tc?/ GmR
Plasmidos empleados en este trabajo
pGEM T-Easy Vector de clonacion Promega
RU1156 Contiene las secuencias que codifican los Karunakaran et al.
P genes reporteros gfp y gusA. ApR, TcR 2005
Derivada del plasmido pRU1156 con la
pRU1156pflgC region promotora del gen FlgC, codificante Este trabajo
de una proteina estructural del flagelo.
Derivada del plasmido pRU1156 con la
pRU1156pflgC region promotora del gen que codifica para Este trabajo
un factor anti-sigma
Reactivos Biologicos
Ligasa T4 Enzima para los ensayos de clonacion Promega

HindIll (10 U/pL)

Enzima de restriccion para Oligonucle6tido
delantero

TermoFisher
Scientific

SnaBl (10 U/uL)

Enzima de restriccion para oligonucleétido
reverso

TermoFisher
Scientific

Tag DNA Polymerase

High Fidelity

Amplificacion de fragmentos con fidelidad y
hasta 15kb.

TermoFisher
Scientific




9.2 Técnicas y procedimientos

9.2.1 Analisis bioinformatico
Se partié de un analisis de regiones promotoras en el genoma de A. brasilense Sp7,

reportadas por Jijon Moreno et al (2019), se consideraron para este estudio las
regiones promotoras que contenian una caja de unién a TyrR, sitios de unién a gy
gue presuntamente estaban involucradas en traduccion de sefiales y/o en procesos
de quimiotaxis o movilidad, para lo cual se utiliz6 las herramientas bioinformaticas
FIMO (Find Individual Motif Occurrences) y Softberry, se us6 el programa SMART
(Simple Modular Architecture Research Tool) para explorar los dominios proteicos de

los genes seleccionados.

Para realizar el disefio de oligonucleétidos se emplearon las herramientas SnapGene
y Oligoanalizer®, se tomaron en cuenta los criterios para el disefio de los cuales se

enlistan a continuacion:

e Lalongitud de los iniciadores debe tener una longitud entre 18-24 pb.

e El contenido de G:C en cada iniciador debe ser de 40%-60%

e Latemperatura de hibridacion (Tm) debe ser entre 52°C y 62°C

e La diferencia de Tm entre ambos iniciadores no debe superar los 5°C

¢ No se deben formar secuencias auto-complementarias ni formar horquillas

e La energia libre de Gibbs (AG) de las horquillas debe ser menos a -10
kcal/mol.

e Deben ser especificos para la region que se pretende amplificar

Se afadieron secuencias reconocidas por enzimas de restriccion para cada
oligonucleétido de cada promotor; Hindlll (Forward) y Spel (Reverse). Se disefidé un
par de oligonucledtidos con el propésito de rectificar la presencia del fragmento
promotor clonado en el plasmido pRU1156, los cuales amplifican rio arriba del
promotor y rio abajo en unas secuencias del gen reportero gfp, que codifica para la

proteina verde fluorescente (GFP).



Tabla 2. Oligonucle6tidos empleados para la realizacion del proyecto

Oligonucleétidos empleados en este trabajo

Jijon Moreno et al.

PrTyrR-F-Sp7 CACCATGCGCATCGACGTCCT 501
PrTyrR-R-Sp7 GGTCCCGTCCGGAATCCCATAC Jijon M;éigo etal
PFIgC10080F CGAAGCTTCCAGCGCAATCCCTACGAGA | Este trabajo

GTACTAGTTAGAGATCCATGTTCCGCCT

PFIgC10080R c Este trabajo
PSTA02415F CTAAGCTTAAGCGCATCGTCGAGCATCT Este trabajo
PSTA02415R CGACTAGTAAGTCACCGCCCGTCTCCTT Este trabajo
VFF GCAGGCGATTACATACATACATC Este trabajo
VFR GGTATCACCTTCAAACTTGACTTC Este trabajo

9.2.3 Condiciones de cultivo

Las cepas A. brasilense sp7, A. brasilense 2116 (tyrR minus) y las fusiones A.
brasilense pRU11pflgC, A. brasilense pRU11pSTAS, A. brasilense 2116 pRU11pflgC,
A. brasilense 2116 pRU11pSTAS, A. brasilense 2116 pRUllpmpc se sembraron en



medio selectivo gelificado Rojo Congo y medio minimo K-lactato, se incubaron a
30°C. Las cepas E. coli DH5a con las construcciones pRU11pflgC, pRU11pSTAS,
pGEMpflgC y pGEMpSTAS se crecieron en medio Luria Bertani (LB) y se incubaron a
37°C durante 18h en agitacion constante. Las cepas se sembraron con su respectivo
antibiotico: Tc a 3 ug/ml, Gma 2 ug/ml, y Ap a 10 pg/ml.

9.2.4 Extraccién y manipulacién de DNA

Se realiz6 extraccion y purificaciéon de DNA gendmico de las cepas A. brasilense Sp7
y A. brasilense 2116 por el método de bromuro de Hexadeciltrimetilamonio (CTAB) de
acuerdo a lo reportado por Sambrook (2001). La extraccion de DNA plasmidico de
pRU1156, en las construcciones de A. brasilense, se realiz6 mediante el protocolo
indicado para el Kit QIAGEN Plasmid Midi 100. Para la extraccion y purificacion de
DNA del plasmido pRU1156 en E. coli DH5a se siguié el protocolo para el Kit

QIAGEN Plasmid Midi el cual se adapto para un volumen de 60 ml de medio.

9.2.5 Protocolo de PCR para amplificaciéon de secuencias promotoras pFIgCy
pSTAS
La reaccion de PCR para la comprobacion de la presencia de los promotores en el

plasmido pRU1156, se realizé mediante la mezcla de: H.O para PCR 1.9 ul, DMSO
0.5 pl, Dream Taq Polimerasa 5 pl, oligonucledtido delantero 0.3 pl, oligonucleétido
reverso 0.3 yul y DNA 2 ul. El protocolo empleado fue: desnaturalizacion inicial 95°C/5
min, desnaturalizacion 95°C/30 seg, alineamiento 59°C/30 seg*30 ciclos, extension
inicial 72°C/1 min*30 ciclos, extension final 72°C/5 min y 4°C por tiempo indefinido.
Se comprobaron las construcciones de pRU11pFIgC y pRU11pSTAS por patron de

restriccion.

9.2.6 Condiciones de cultivo y analisis para ensayos de fluorescencia
Se evalud el crecimiento de las fusiones A. brasilense pRU11pflgC, A. brasilense

pRUL11pSTAS, A. brasilense 2116 pRU11pflgC, A. brasilense 2116 pRU11pSTAS a
una DOeoo después de 42 horas de crecimiento en medio K-lactato con su respectivo
antibidtico, en incubacion a 30°C y en agitacién constante. Posteriormente se
tomaron 200 pl de cada cultivo y se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min para
después resuspender la pastilla en 20 ul de agua estéril y observar en el microscopio

de fluorescencia.



9.2.7 Ensayo de B-Glucuronidasa
Las construcciones de A. brasilense Sp7 A. brasilense 2116, se sembraron en medio

K-lactato con el antibiético correspondiente, se crecieron durante 18 h en agitacion
constante, se evalud el crecimiento de las cepas y se estandarizé a una DOeoo de 0.1,
se bajaron 4 ml de medio de cada construccion, 1 ml en cada tubo eppendorf a
10,000 rpm/5 min para obtener el pellet, ésta se resuspendié en 1ml de MgSO4 10
mM, se tomé 100 pl del medio y se depositaron en un tubo eppendorf de 1.5 ml y se
agrego6 630 pl de buffer z, esto se repitié 1 vez mas, para el blanco se tomaron 730 pl
de buffer z (2 blancos, uno para cada reaccion), a cada tubo eppendorf se agregd 100
pl de la solucién de PNPG vy el tiempo de la reaccion fue de 30 min para cada tubo
eppendorf y para cada construccion, posteriormente se leyé la observancia a 405 nm
dos veces para cada tubo eppendorf. El experimento se repitio con el pellet 2,3y 4

de cada construccion.

Para la cuantificacion de mg de proteina/ml de muestra, se centrifugd a 10,000 rpm/5
minutos, 1 ml de muestra de cada construccion, el pellet se lavo con 300 pl de PBS,
posteriormente se agregd 1ml de PBS y se resuspendio el pellet, se sonico la
muestra. Se hizo una dilucion 1:20 en nuevos tubos eppendorf, por lo que se agregoé
en cada tubo 475 ul de PBS, a continuacion se tomo 25 pl de muestra sonicada y se
afiadieron al tubo eppendorf con PBS, se homogeneizo adecuadamente, se tomaron
200 ul de muestra y se agregaron en una placa de 96 pozos se afiadieron 50 pl de
CBB/HCI 2N, se realizaron lecturas dobles de cada muestra, se dejo la reacciéon por
10 min y se midi6 la DO a 610 nm, la muestra blanco se realiz6 con 200 pl de PBS y

50 ul de CBB/HCI 2N. Se repitié el mismo procedimiento para el experimento 2, 3y 4.

Los valores se capturaron en una nueva tabla, se obtuvo el promedio de ambas
mediciones de DO a 610 nm y se les resto el blanco para obtener los ul de proteina

en el factor de dilucion 1:20, y se determiné la concentracién de mg/ml.

10.Resultados



10.1 Andlisis bioinformético de la filogenia del gen TyrR de A. brasilense.
Se realiz6 un andlisis de la secuencia de amino acidos (aa) del gen que codifica para

la proteina TyrR de A. brasilense, por lo que en primera instancia se realizd una
comparaciéon de la secuencia de TyrR, en el programa bioinformatico BLAST, para

localizar regiones de similitud entre secuencias de genes.

Se hizo un BLAST de la secuencia de aa de tyrR y del producto de su traducciéon en
Azospirillum spp, tomando en cuenta los parametros de identidad 100%-40.69%,
cobertura de 100%-50% y E-value de 0.0-9e126, del filtro aplicado se seleccionaron
33 especies distintas y con el programa bioinforméatico Mega X se realizo el analisis
de las relaciones evolutivas de tyrR (figura 3), se observd que TyrR de A. brasilense
Sp7 se encontraba en una misma rama evolutiva con A. baldaniorum, A. sp. OGB3 y

A. formosense.
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Figura 4. Arbol filogenético del género Azospirillum que poseen la proteina reguladora transcripcional
TyrR. Parametros: Identidad: 100%-40.69%, cobertura 100%-50%, E-value: 0.0-9e126. Programa
utilizado MEGA X.



Se realiz6 nuevamente un BLAST que incluyera especies diferentes, el cual mostro
cinco mil secuencias como resultado, aplicando las mismas especificaciones de
parametro de identidad 100%-40.69%, cobertura de 100%-50% y E-value de 0.0-
9e126 se filtraron 653 secuencias de especies diferentes. Las secuencias
seleccionadas se ingresaron a la plataforma bioinformética Mega X para realizar un
alineamiento de las mismas y posteriormente realizar la filogenia de la proteina TyrR

(figura 5).



Familias
Pseudomonadaceae
Rhodospirillaceae
Comamonadaceae
Halomonadaceae
Alteromonadaceae
Chromatiaceae
Pseudoalteromonadaceae
Idiomarinaceae
Shewanellaceae
Aeromonadaceae
Saccharopirillaceae
Psicomonaddcea
Colwelliaceae
Morganellaceae
Pectobacteriaceae
Bruguierivoracaceae
Yersiniaceae
Hafniaceae
Erwiniaceae
Enterobacteriaceae

Figura 5. Arbol filogenético de 653 bacterias que poseen la proteina reguladora traﬁscripcional TyrR. Pardmetros: Identidad: 100%-40.69%, cobertura
100%-50%, E-value: 0.0-9e126. Se resalta la ubicacion del A. brasilense Sp7 dentro del arbol filogenético, se observa también a las familias que se
encontraron en el andlisis. Programa utilizado; MEGA X.



Se realizé una clasificacion de las familias incluidas en el arbol filogenético y se
encontr6 que TyrR de A. brasilense estaba flanqueado por la familia
Pseudomonadaceae en ambos extremos, junto con otras familias de bacterias como

Comamonadaceae y Halomonadaceae.

10.2 Andlisis bioinformético de presuntas secuencias promotoras reguladas por
TyrR en A. brasilense
El analisis de los promotores seleccionados, reportados por Jijon Moreno et al (2019),

gue estan involucrados en la transduccion de sefiales y/o quimiotaxis y movilidad,
revelé que los promotores que codifican para el gen implicado en expresion de la
proteina varilla del cuerpo basal flagelar FIgC y el gen que codifica para una proteina
gue contiene el dominio STAS, se encuentra el sitio de reconocimiento de ¢°4, tabla
3, mientras que para el resto de promotores Unicamente se localizaron secuencias de

reconocimiento de o”°.



Caja TyrR (TGTAAA- | Tipo Score Distancia entre la

Gen Ubicacidn Secuencia A
NG-TTTACA) de o (_35' _10} secuencia @ y ORF
" . R "
1 que el Cadenalider | eoppceaercergeate | 70 ACGAAGATCGAGCAGATCCTGGGTATGAT 13-75 227 pb.
EAL del cromosoma
Enzima dependiente de fosfato
2 piridoxal de clase 1/ Il de Cadena lider CCGTACCACTTGIGCACG | 70 TTGACGGCATCGAGCTGACCGGCAACCT 60-29 735 pb.
aminotransferasa del cromosoma
Cadena
3 Proteina de unién a (Fe-5) lementaria | TGITTCGCTTTCIGTATG 70 GIGAATTTAGATTTCATTTIGGTAAAAG 22-49 213 pb.
del cromosoma
. . - . Cadena lider
3 proteina de quimiotaxis TGITICGCTTTCIGTATG 70 | TICAAAAAGATGGAAGAAGCTTTIACCAAAAT 40-41 474 pb.
del cromosoma
transportador MFS de eflujo de Cadena
4 portac i g complementaria | TGAAACCATITCCGTCCC | 70 TICCCTTCACCCACGGGECEGIGETGCCCT 36-12 576 pb.
miiltiples farmacos
del cromosoma
proteina UgpB de union al
5 | sustratotransportador ABCsn- | Cadenalider | yorenycarrragTaAcs | 70 TIGACAGCCTCCCCCTCTATCCTTAAGGCT 66-3 711 pb.
glicerol-3-fosfato del cromosoma

Cadena
Regulador tr; ipci Idel. .
g | Reguladortranscripcionalde fa I fa | CGTTACGCATTGGTTCCG | 70 CTGCCTGCATTTTACACGACCAATAGACT 21-37 24 pb.

familia MarR del cromosoma
6 proteina de la familia de la Cadena lider CGTTACGCATTGGTTCCG 70 TIGACTAGTCTATTGGTCGTGTAAAAT 61-77 352 pb.
fumariacetoacetato hidrolasa del cromosoma
Cadena lider
a8 regulador de respuesta TGGAATGTTTTCTTITCCA 70 TTGTTAGGCTGATATTTCGATTTITITAATAT 45-65 234 pb.
del cromosoma
sensor de histidina quinasa que Cadena
9 contiene el inio PAS ! ia CGTCATGAATCGITAACG 70 TTCTGTGCGGAGTCTTGAGCGGTATGTT 5-54 9 pb.
del cromosoma
10 Proteina de varilla del cuerpo Cadena
basal flagelar FlgC complementaria CGATCACGAACCTCTACA 54 TGGAAGAGCAGATGCT 130 pb.
del cromosoma
. P .
11 que el Cadena lider CCITAACGAATCCTTATA 54 TGGCCACCCAGATGOG 250 pb.
STAS del cromosoma

Tabla 3. Tabla de promotores seleccionados implicados en la transduccién de sefiales y/o quimiotaxis
y movilidad. Tras el analisis de 126 cajas TyrR reportados por Jijén Moreno et al (2019) se
seleccionaron 12 promotores de interés, se visualizan las caracteristicas de presuntos promotores, los
promotores que codifican para un gen implicado en la sintesis de una proteina varilla del cuerpo basal
flagelar FIgC y un gen que codifica para una proteina que contiene el dominio STAS son los Unicos que
tienen un sitio de reconocimiento de o54.

El analisis se continud con las dos secuencias promotoras que se presupone pueden
estar involucradas en la regulaciéon de la expresion de genes implicados en la
transduccion de sefales y en la movilidad, pSTAS y pFIgC y que contienen el sitio
de reconocimiento de ¢>. A través de la plataforma FIMO se parti6 de una
secuencia consenso descrita: YGTAMMSRWWTSKKTACR, a partir de cajas TyrR
identificadas por Jijon Moreno et al (2019), en la region intergénica de los genes dadA

y tyrR.



Una vez ubicadas las regiones promotoras se procedio al disefio de oligonucleétidos
gue amplificaran las regiones de interés (PFIgC10080F y PFIgC10080R), para lo que
se introdujeron los sitios de restriccion Hindlll para Forward y Spel para reverso,
generando amplicones que se ubican dentro del parametro establecido, es decir, en
una longitud aproximada de 300 pb rio arriba; para la regién pFIgC fue de 216 pb y
para la regién pSTAS fue de 312 pb.

10.3 Andlisis de la region promotora del gen que codifica la proteina varilla del
cuerpo basal flagelar FIgC
La proteina varilla del cuerpo basal flagelar FIgC es una proteina importante para la

formacién del cuerpo basal la cual responsable de movilizar al filamento flagelar
permitiendo a la bacteria desplazarse a favor del gradiente quimico hacia
concentraciones altas (quimiotaxis positiva) 0 hacia concentraciones mas bajas
(quimiotaxis negativa). A través del programa SMART se identificd que la proteina
posee dos dominios de tipo estructural (Figura 6), Flg_bb_rod y FIg_bbr_C, formando
parte del cuerpo basal que consta de 4 anillos (L, P, Sy M) montados en un baston

central.

Un analisis mas a detalle de la secuencia del posible promotor nos permitio visualizar
los sitios de unién de la caja TyrR (80 pb) y el sitio de union a o°* (130 pb) (Figura 7)
respecto al ORF.

Figura 6. Dominios de la proteina FIgC, componente del cuerpo basal del flagelo, en A. brasilense
Sp7. Estos dominios son parte del cuerpo basal del flagelo, el cual consta de 4 anillos (L, P, S 'Y M).
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TGCCGGTCTGECCCTGCTTCAGCATCTGCTCTTCCAGEACCACGTTGTTGCCGTCCEGCECCGTCTCGTAGGGATTECGCTGGCGCTGET
ACGGCCAGACCGGEACGAAGTCGTAGACGAGAAGETCCTGETGCAACAACGGCAGECCECGECAGAGCATCCCTAACGCGACCECCACEA

< Proteina de varilla del cuerpo basal flagelar FigB |

Figura 7. Andlisis del presunto promotor para el gen flgC. Con la herramienta bioinforméatica
SnapGene, es posible determinar la distancia de la caja TyrR respecto al ORF, asi mismo como el sitio
de union a Sigma 54.

10.4 Analisis de laregion promotora del gen que codifica para una proteina que
contiene el Dominio STAS
El dominio STAS se encuentra en la region C- terminal de los transportadores de

sulfato y los antagonistas del factor sigma bacteriano. Se ha sugerido que este
dominio pudiera tener una funcion general de unién a NTP, (Figura 8). De la misma
forma, con ayuda del programa SnapGene nos permitié localizar a la caja TyrR y al

sitio de unién a o> en la secuencia promotora (Figura 9).

Figura 8. Dominio STAS_2 del gen STAS, que codifica para un factor anti-sigma en A. brasilense Sp7.
Se ha sugerido que este dominio pudiera tener una funcion general de unién a NTP.
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Figura 9. Analisis de la regién promotora del gen STAS que caodifica para un factor antisigma (STAS),
una proteina que contiene el Dominio STAS. Se muestra la distancia de los sitios de la caja TyrR y

STAS

sigma 54 respecto al ORF del gen.

10.4.1 Disefio de los oligonucleodtidos y simulacidén de las construcciones en el

vector pRU1156

Se disenaron los oligonucledtidos para cada promotor de interés, el uso de las
plataformas SnapGene y Oligoanalyzer tool nos permitieron disefiar cada uno con el

proposito de que cumplieran con las caracteristicas necesarias para obtener los

amplicones deseados.

Primers PFIgC10080F y PFlgC10080R

Forward Reverse
CGAAGCTTCCAGCGCAATCCCTACGAGA GTACTAGTTAGAGATCCATGTTCCGCCTC
E.R Hindlll Spel
Largo 19 21
% G-C 60% 52.4%
Tm 59.4°C 56.1°C
Delta G -9.89 Kcal/mol -5.38 Kcal/mol
Delta G -6.75 Kcal/mol

Heterodimeros

3

51



Tabla 4. Oligonucleétidos disefiados para la region rio arriba del gen flgC. Se presenta la secuencia y
las caracteristicas de los oligonucleétidos Forward y Reverse. La informacion fue obtenida en el
servidor Oligoanalyzer Tool.

Primers PSTA02415F y PSTA02415R

Forward Reverse
CTAAGCTTAAGCGCATCGTCGAGCATCT CGACTAGTAAGTCACCGCCCGTCTCCTT

E.R HindIll Spel

Largo 20 20

% G-C 55% 60 %
Tm 59.5°C 61.2 °C

Delta G -9.89 Kcal/mol -3.61 Kcal/mol

Delta G -6.75 Kcal/mol

Heterodimeros

Tabla 5. Oligonucleétidos disefiados para la region rio arriba del gen stas. Se presenta la secuencia y
las caracteristicas de los oligonucleotidos Forward y Reverse. La informacion fue obtenida en el
servidor Oligoanalyzer Tool.

Una vez diseflados los oligonucledtidos se procedio a hacer simulaciones del
amplicon pRU11pFLgC y pRUL1PSTAS, asi como las construcciones en el vector
pRU1156, con el propésito de determinar el tamafio de los amplicones y si la region

amplificada era la deseada (Figura 10).
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Figura 10. Simulacion de las construcciones en el vector pRU1156. A través de la plataforma
SnapGene se hicieron las simulaciones y se generaron los amplicones para pRU11pFLgC y
pRU11PSTAS (A y C) respectivamente, con el uso de los oligonuclettidos previamente disefiados,
obteniéndose productos de 221 pb para pFIgC y 317 pb para pSTAS. En B y D, se observa la
simulacion de las construcciones en el vector, primeramente se sefiala el tamafio del vector y el lugar
donde se insertard el fragmento promotor, seguido del fragmento a insertar y posteriormente el
producto ya construido.

10.5 Comprobacion por PCR de la region codificante de TyrR de la cepa A.
brasilense Sp7 (1542 pb) y la cepa mutante A. brasilense 2116 (tyrR minus, 2465

pb).
Se partio de gliceroles de las cepas A. brasilense Sp7 y A. brasilense 2116 (tyrR

minus) de Saul Jijon (2017) y del trabajo de Enrique Cruz de las cepas A.
brasilense Sp7 pRU1156pFIgC y A. brasilense Sp7 pRU1156Pstas, (resultados no
publicados).

Las células se crecieron en las condiciones reportadas y se realizé la técnica de
extraccion de ADN de A. brasilense Sp7 y A.brasilense 2116 (tyrR minus) para
realizar PCR y comprobar la presencia de la region codificante de tyrR, se preparo
un gel de agarosa al 0.8% para correr las muestras y tefiirlas, del cual se obtuvo un
fragmento de 1542 pb para la cepa WT y un fragmento de 2465 pb para la cepa
2116 (tyrR minus) esto debido a la insercién de un casete de Gm en la region

codificante de TyrR, Figura 11.



Mezcla de Reaccion

DMSO 1ul
PyTyrR-F-Sp7 1l
PyTyrR-R-Sp7 1l 25Kk—>auy
DNA 2l -
Taq Mix
4 ) ou s 1. Marcador 1kb fermentas
PCR touchdown: - "_ 2465pb 2. Sp7(wt)
Ciclo1(1x)  Etapa 1: 95 9C x 5:00 min 2 K= b 3. Sp7(wt)
Cliclo z:(:::: ;;.:)p:cx;zso:)c;'s: seg — - '4— 1542 p 4. 2116 (mutante)
Disminuir la temperatura después del ciclo 1, p— 5. Control

0.5 °C en cada ciclo
Etapa 3: 72 °C x 2 min/
Ciclo 3 (22x) Etapa 1:959C x 30 seg
Etapa 2: 60 2C x 1:00 min
Etapa 3: 72 9C x 2 min/ 250 —p ‘
Ciclo4 (1x) Etapa1:72°C xS min
Ciclo5(1x) Etapal:49Cxeoe

-

Figura 11. Comprobacion por PCR de la region codificante de TyrR de la cepa A. brasilense Sp7. Se
realizé un PCR con los oligonucledtidos PyTyrR-F-Sp7 y PyTyrR-R-Sp7 los cuales amplifican la region
codificante de TyrR (1542 pb) y la cepa Mutante A. brasilense 2116 la cual tiene, en su lugar un
casete de Gm (tyrR minus, 2465 pb), de gliceroles de Jijjon  (2017).

10.6 Comprobacién de la presencia de promotores FIgC y STAS clonados en el
plasmido pRU1156 en A. brasilense Sp7.
Para las cepas A. brasilense Sp7 pRU11pFIgC y A. brasilense Sp7 pRU11pSTAS

de Enrique Cruz se corrobor6 la presencia de los promotores FIgC y STAS por
PCR, por lo que se llevo a cabo la extraccion de ADN plasmidico mediante el uso
del Kit maxiprep de plasmido, como se indic6 en la seccion de Material y Métodos.
Asi mismo cada uno de los amplicones obtenidos se purificé con el kit Quiagen_tip.
Con este ADN purificado se procedido a realizar la PCR, ensayo que mostro
Unicamente 2 bandas con un peso de 212 pb y 304 pb para pFIgC y pSTAS
respectivamente (Figura 12) que corresponden a la longitud de los promotores

reportados por Enrique Cruz.
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Figura 12. Comprobacion de la presencia de promotores FIgC y STAS clonados en el plasmido
pRU1156 en A. brasilense Sp7. Los productos se corrieron en un gel al 0.8% de agarosa. En el carril 1
se observa el tamafio del amplicén para pFIgC (212 pb), en el carril 3 a pSTAS (304 pb), el carril 4 es
la muestra control del plasmido sin algun promotor, el carril 5 es la muestra control con H20, mientras
gue el carril dos tiene al marcador.

10.7 Comprobacién de las construcciones pRU11pFIgCy pRU11pSTAS en A.
brasilense Sp7 mediante PCR
A partir de gliceroles de A. brasilense pRU11FIgC y A. brasilense pRU11STAS del

trabajo que Enrigue Cruz, (resultados no publicados) se realizaron las
comprobaciones de las construcciones pRU11pFIlgC y pRU11pSTAS para lo cual se
utilizaron los oligonucleotidos VFF y VFR (Tabla 2), que reconocen el plasmido
pRU1156 a una distancia de 54 pb rio arriba y 343 pb rio debajo de la posicion del
promotor. Se obtuvieron amplicones de 660 pb y 756 pb respectivamente (Figura 13)
demostrando la presencia de las regiones promotoras dentro del plasmido. Se
colocaron dos controles negativos que fueron agua (Figura 13, carril 1) y el plasmido

vacio (Figura 13, carril 5).
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Figura 13. En el gel de agarosa al 1% se muestra el amplificado de los promotores de los genes flgC y
STAS con los oligonucleétidos VFF y VFR, estos oligonucle6tidos fueron disefiados para unirse a
regiones que flaquean los promotores analizados, tomando sitios de unién que reconocen el plasmido
pRU1156 a una distancia de 54 pb rio arriba y 343 pb rio debajo de la posicion de los promotores, en el
carril 5 se muestra al vector pRU1156 vacio, por lo que en el carril 3y 4 se comprueba la presencia de
los promotores pSTAS (756 pb)y pFIgC (660 pb), respectivamente, clonados en el vector pRU1156.

10.8 Extraccion de DNA plasmidico por el método del Kit Maxiprep de
plasmido Endofree.
Los amplicones correspondientes a los promotores de los genes flgC y stas fueron

clonados en el plasmido pRU1156 y se generaron los plasmidos pRU11pFIgC y
pRU11pStas, los cuales fueron incorporados por transformacion a las cepas E. coli
DH5 a y E. coli S17.1, respectivamente. De esta manera se obtuvieron las fusiones
transcripcionales que nos permitio analizar la funcion de los promotores clonados en
los fondos genéticos de A. brasilense Sp7 y A. brasilense 2116 tyrR minus. Los
plasmidos fueron purificados mediante el uso del Kit maxiprep de plasmido
Endofree siguiendo el protocolo indicado para kit QIAGEN Plasmid Midi (Figura 14).
Posteriormente se realiz6 un PCR para la comprobacion de la presencia de los
fragmentos esperados (Figura 15), para el cual se tomaron en cuenta dos controles

negativos; agua en lugar de DNA y el plasmido pRU1156 vacio.
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Figura 14. DNA plasmidico de las cepas E. coli DH5apRU1156pFIgC (carril 1-5) y E. coli
DH50pRU1156pSTAS (7-10). Se recolect6 el DNA de cada cepa en 6 tubos eppendorf de 1,5 ml, cada
uno. Para determinar la presencia y concentracion de ADN plasmidico recuperado se realiz6 una
electroforesis, de la misma forma esta técnica nos permitié elegir la concentracion de DNA que seria
utilizado, de cada cepa para la comprobacién de las construcciones pRU1156pFIgC y pRU1156pSTAS
en E. coli DH5a. Las concentraciones usadas fueron los de los carriles 3 y 10.

Una vez seleccionados las muestras con la concentracion de DNA plasmidico
correspondiente se realiz6 la PCR para identificar si las construcciones estaban
presentes, para lo cual se utilizaron los oligonucleétidos VFF y VFR que generan los
amplicones correspondientes para cada promotor; 660 pb para pRU11FIgC y 756 pb
para pRUL11STAS tal y como se observa en la figura 15.
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Figura 15. PCR de la presencia de las construcciones pRU11pFIgC y pRU11pSTAS en E. coli DH5a.
Se muestra en el carril 2 al amplicén pRU11pFIgC y en el carril 4 al amplicdbn pRU11pSTAS de 660 pb
y 756 pb respectivamente, los controles usados se encuentran en el carril 1 (agua) y el carril 5
(pPRU1156

10.9 Comprobacién de la construccion de pRU11pFIlgCy pRU11pSTAS en E.
coli DH5a por patréon de restriccion
Para corroborar la construccion de pRU11pFIgC y pRU11pSTAS en E. coli DH5a se

comprobé mediante patron de restriccion con las enzimas Hindlll y EcoRl,
previamente a través de trabajo bioinformatico sé observé que dichas enzimas
cortaban al plasmido en 2 segmentos de 4017 y 9172 pb para pRUpflgC y de 4100 y
9174 para pRUpSTAS.

La Figura 16 muestra el resultado de la PCR donde se logran apreciar las
restricciones realizadas dejando en evidencia que las construcciones si se llevaron a

cabo en E. coli DH5a
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Figura 16. Comprobacién de la construccion de pRU11pFIgC y pRU11pSTAS en E. coli DH5a por
patrén de restriccion. En el carril 1 se observan los fragmentos de 4017 y 9172 pb para pRUpFIgC y en
el carril 2 de 4100 y 9174 para pRUpSTAS, el carril 3 muestra a nuestro marcador de peso molecular.

10.10 Analisis de la expresion de fluorescencia de la proteina verde
fluorescente (GFP) por microcopia de fluorescencia.
Se realizo el analisis de la expresion de la proteina GFP a las cepas A. brasilense

Sp7 y A. brasilense 2116 que contenian las fusiones pRUpFIgC y pRUpSTAS, para
ello se estandarizo un protocolo que se aplic6 a cada cepa con el propdsito de
observar la actividad de la GFP de manera cualitativa a través de la fluorescencia

emitida.

El analisis mostré6 que en A. brasilense Sp7, con sus respectivas fusiones,
presentaban fluorescencia de la GFP (Figura 17), mientras que en las cepas 2116

no se observo fluorescencia al mismo tiempo de crecimiento (Figura 18).
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Figura 17. Microscopia de fluorescencia para la expresion de la GFP en A. brasilense Sp7 pRUpFIgC y
pRUpPSTAS. El andlisis revela una fuerte expresion de la GFP en A. brasilense Sp7 con las fusiones
pRUpFIgC (rojo) y pRUpPSTAS (amarillo), después de 42 hr de crecimiento en medio K-malato con 3
pug/ml de Tc, en agitacion constante, 200 ml de medio se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min para
observar al microscopio.
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Figura 18. Microcopia de fluorescencia para la expresion de la GFP en A. brasilense 2116 pRUpFIgC y
pRUpPSTAS. El andlisis revela que la expresion de la proteina es minima en relacion a la WT, después
de 42 hr de crecimiento en medio K-malato con 3 pg/ml de Tc y en agitacion constante, 200 ml de
medio se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min para observar al microscopio.



10.11 Analisis de la determinacion de la B-Glucuronidasa
Para la actividad de la B-Glucuronidasa las construcciones de A. brasilense Sp7

pRU11pFIgC, A. brasilense Sp7 pRU11pSTAS, A. brasilense 2116 pRU11pFIgC y
A. brasilense 2116 pRU11pSTAS, se crecieron en medio K-lactato con el antibi6tico
correspondiente durante 18 h en agitaciébn constante y se continuo con el método
descrito en la seccion de material y métodos. Se calcul6 la media (valores de réplicas

no mostrados) para cada ensayo y los datos se capturaron en una tabla, tabla 6.

Promedio de DOuos de los cuatro experimentos, tras la reaccion enzimatica con PNPG, con 100 pl de
muestra 30 minutos de reaccidn.

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Experimento 4
DO0a40s DO0soo DO0a40s DO0soo DO0a4os DO0soo DO0a4os DOs00
Sp7FlgC 0.037 0.896 0.033 0.962 0.037 0.896 0.033 0.962

Sp7STAS 0.046 0.872 0.031 1.37 0.046 0.872 0.031 1.37
2116FIgC 0.051 1.018 0.054 0.918 0.051 1.018 0.054 0.918
2116STAS 0.087 0.86 0.103 1.18 0.087 0.86 0.103 1.18

Tabla 6. Reaccion enzimatica con PNPG. Se registraron los valores de los experimentos realizados
tras la reaccion enzimatica con PNPG después de 30 minutos de reaccién y tras tomar la DO a 405. Asi
como también se midid la DOeoo del crecimiento de las células.

Para la obtencion de la actividad de la 3-Glucuronidasa se utilizé la férmula:

DO =100
(e)(TRx minutos)(Vol. Rx ul)(mg de proteina/ml)

U — B — Glucuronidasa =

Donde
DO= coeficiente de extincion molar de PNPG es de 0.018
TRx= tiempo de reaccién, fue de 30 min

Vol. Rx= volumen de reaccion, fue de 100 pl (tabla 7).

Actividad enziméatica UE/mg/mL de proteina de los experimentos realizados.

CEPAS Actividad enzimatica UE/mg/mL de proteina
Sp7pRU11FIgC 0.166
Sp7pRU11STAS 0.307
2116pRU11FlgC 0.161
2116pRU11STAS 0.365




Tabla 7. Actividad enzimatica de la B-Glucuronidasa. Se sustituyeron los valores en la férmula para la
obtencion de la actividad de la B-Glucuronidasa

Los valores obtenidos se graficaron para poder realizar un andlisis entre las cepas WT y la
2116 (figura 19), por lo que se utilizé una gréfica de barras para presentacion de los datos. La
actividad enzimatica se normalizé con la cuantificacion de proteinas totales como se describio

en la seccion de material y métodos.
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Figura 19. Actividad enzimatica UE/mg/mL de proteina. Se muestran los resultados de los ensayos
realizados para la determinacion de la actividad de la B-Glucuronidasa para las construcciones A.
brasilense Sp7pRU11pFIgC, A. brasilense Sp7pRU11pSTAS, A. brasilense 2116pRU11pFIgC y A.
brasilense 2116pRU11pSTAS.

Los datos mostrados de la cuantificacion de la actividad de la B -glucuronidasa no
confirman a los obtenidos por la expresién del gen de la proteina GFP, ya que no
indican diferencias significativas, entre las cepas WT y la mutante AtyrR. Estos

resultados deberan ser revisados en un futuro trabajo.



11.Discusién

Las bacterias del género Azospirillum pertenecen a la familia de las
Rhodospirillaceae, las cuales estan constituidas en un amplio grupo de
hidrobacterias; procariotas originados en ambientes marinos, estos datos sugieren
gue Azospirillum pertenece a un grupo cuyo linaje deriva en sus inicios de ambientes
acuaticos. El analisis de la secuenciacién de A. brasilense y A. lipoferum y un tercer
genoma de especie no definida reveld el alto grado de plasticidad del genoma de
Azospirillum encontrando entre otras caracteristicas un mayor reordenamiento
genético (30). La falta de datos fésiles Gnicamente permite hacer una aproximacion
de la divergencia de Azospirillum, remontandolo a sus parientes acuaticos de la
familia de las Rhodospirillaceae. Estos resultados fueron el punto de partida para
hacer dos analisis Bioinformaticos de la proteina TyrR, que involucraron en primera
instancia al género  Azospirilum y posteriormente a aquellas bacterias que
cumplieran con los parametros establecidos. tyrR de A. brasilense Sp7, a pesar de
ser un gen ortdlogo, se esperaba que estuviera ubicado dentro de la familia de las
Rhodospirillaceae Figura 4, sin embargo, el analisis filogenético lo ubica en medio de
las familias Pseudomonadaceae y las Enterobctereaceae Figura 5, o que sugeriria
gue como han descrito Wisniewski-Dyé et al, (2011), el gen tyrR fue adquirido por
Azospirillum a través herencia horizontal, ya que estos autores han propuesto a partir
de sus andlisis realizados que, el 50 % de sus genes podrian haber sido adquiridos

por estos mecanismos durante su transicion del ambiente acuatico al terrestre.

Aunque el andlisis bioinformatico realizado por Wisniewski-Dyé et al, (2011) revelo
gue casi la mitad de los genes que posee Azospirillum fueron adquiridos de manera
horizontal, éstos estaban implicados principalmente en funciones especificas como
mecanismos de defensa, biogénesis de pared celular, regulacion de la transcripcion,
transporte y metabolismo de aminoacidos, carbohidratos, iones inorganicos y
metabolitos secundarios, permitiéndoles adaptarse a ambientes rizosféricos, tyrR, que
cumple funciones de mantenimiento, siendo un tipo de gen ancestral pudiese formar
parte de estos genes transferidos por herencia horizontal por parte de la familia

Pseudomonadaceae o Enterobactereacea.



La familia de los factores transcripcionales bEBPs tiene un papel importante en la
regulacién de funciones relacionadas con la transduccion de sefales, en procesos de
movilidad, quimiotaxis, catabolismo de compuestos aromaticos, en bacterias la
regulacién de ciertos genes es critica para determinar su supervivencia en ambientes
de estrés (22).

Se ha reportado que el factor transcripcional TyrR cumple un papel importante para la
regulacién de genes implicados en la biosintesis, transporte y degradacion de
aminodcidos. En primera instancia el andlisis bioinformatico realizado para la
identificacion de cajas tyrR en el genoma de A. brasilense Sp7, se obtuvo a partir de
la secuencia consenso TGTAAAG-N4-CTTTACA, reportadas por Jijon Moreno et al
(2019) y obtenidas a partir de TyrR de E. coli, Yersinia pestis y E. cloacae con un
100% de identidad en cajas fuertes. El estudio se realizO con el objetivo de
determinar la participacion de TyrR en la biosintesis de IAA, es decir, de la regulacion
transcripcional del gen ipdC. Derivado del analisis del genoma completo de A.
brasilense Sp7 se identificaron sitios de unidon putativos de TyrR en las regiones
promotoras de ciertos genes (Tabla 3), lo que sugeria que el gen es un regulador
considerado regulador global y que los genes que eventualmente regula constituirian

por tanto un regulén muy diverso segun el modelo de bacterias en estudio (12, 22).

Estudios previos realizados en E. coli sefialan que TyrR puede actuar como activador
0 represor de la expresién génica, dependiendo la posicién de las cajas TyrR en
relacion con el sitio de unién de la ARN polimerasa. Estas cajas TyrR rio arriba del
gen pueden ser fuertes o débiles dependiendo el grado de homologia con la
secuencia consenso, estas cajas fuertes presentan al menos 10/12 bases
coincidentes con una simetria y secuencia espaciadora rica en AT, por otra parte las
cajas débiles poseen menos de 10 bases que coinciden y su simetria es menor Tabla
3. La mayoria de genes descritos regulados por TyrR tienen mas de una caja en la

region promotora con al menos una caja fuerte (12, 22).

Con el propésito de conocer mas acerca de la funcién y regulacion transcripcional de
TyrR en genes implicados en la transduccién de sefiales y en la movilidad en A.
brasilense Sp7, se realiz6 el analisis bioinformatico de estas secuencias promotoras,

buscando regiones con al menos una caja de unién a TyrR y sitios de unién a 0°* los



resultados nos permitieron seleccionar a pSTAS y pFIgC para su estudio, Tabla 3,

Figuras 6, 7, 8.

En la secuencia promotora de pSTAS y pFIgC se ubico a la caja TyrR, a 80y 89 pb
respectivamente rio arriba del ORF asi como sitios de unién a 0>y para comprender
mejor el efecto de regulacion que generaba la mutacion tyrR generada por Jijon-
moreno et al. (2019), se realiz6 la construccion y expresion de las fusiones
transcripcionales pRU11pFIgC y pRU11pSTAS en A. brasilense Sp7 y A. brasilense
2116 (tyrR minus) para analizar el comportamiento de la expresion de la proteina
verde fluorescente (GFP), la cual no requiere de un cofactor para su expresion,
permitiendo su deteccién a nivel unicelular mediante un ensayo no destructivo (5),
verificando de forma cualitativa que los promotores pflgC y pstaS, se expresan en el
fondo genético de la cepa silvestre mientras que en la mutante no hay expresion
(figura 17 y 18), por lo que sugiere que TyrR esta implicado en la regulacion de la
expresion genética de los genes implicados en la movilidad y transduccion de
sefales, flgC y staS, respectivamente. Datos relevantes ya que ambos genes que, de
manera presuntiva codifican para proteinas que estarian implicadas en la formacion
del flagelo polar, el cual se sabe que participa en la formacion de biopelicula (29); en
tanto el gen staS codifica para un factor antisigma que ha sido implicado en la
regulacion genes que participan en funciones asociadas a mecanismos de estrés
osmotico (21). Es interesante también incluir a los genes AMK58 RS10265 vy
AMK58 04505, que codifican para una cinasa histidinica y una proteina aceptora de
metilo (MCP), respectivamente. Ambos genes al parecer participando en sefalizacion
debido a que sus promotores fueron activados por TyrR (Cruz E, resultados no
publicados), tal como se describié en Enterobacter ludwigii UW5, (6). Tras un analisis
de secuencia y gendémica comparativa en Shewanella spp., se predijo un gen TyrR
ortélogo que controlaria 35 genes abarcandol6 operones, del cual se deduce que en
Shewanella spp, E. ludwigii y A. brasilense Sp7 han experimentado una expansion
del regulén TyrR, en el caso del modelo de estudio Azospirillum los datos apuntan a

gue TyrR regula funciones relacionadas con la interaccion bacteria-planta (6).

La cuantificacion de la actividad de la B-Glucuronidasa proporcion6 datos diferentes a

los esperados y, a los obtenidos por la expresion del gen de la proteina GFP, ya que



no se detectaron diferencias significativas entre la cepa WT y la mutante tyrR. Se ha
descrito que la expresidén de los promotores de TyrR requieren de la activacion del
dominio de sefalizacion ACT, en el caso de E. coli la activacion se observa por la
presencia de fenilalanina y la represion por la tirosina (15), en nuestro estudio el
ensayo se realiz6 en medio minimo. Es posible que la expresion de la B-
glucuronidasa no se haya observado debido a una transcripcion del nivel basal por lo
gue para determinar la posible regulacion de TyrR de estos genes seria necesaria la

incorporacion de aminoacidos en un trabajo posterior.

12.Conclusiones
El gen tyrR esta altamente conservado en el género Azospirillum y pudo haberse

obtenido por herencia horizontal durante el proceso de transicion del ambiente

acuatico al terrestre.

TyrR de A. brasilense Sp7, es un regulador que se consideraria regulador global y

gue los genes que regula constituirian un regulon.

13.Perspectivas
Un analisis global de los genes que podrian ser regulados por TyrR, seria un analisis

de RNAseq, nos indicaria los genes y las proteinas reguladas por este regulador, y

las vias implicadas.



14.Anexo
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Figura S 1. Cromatograma de secuenciacion del promotor STAS. Analisis de la secuencia promotora
STAS, la secuencia corresponde a 304 pb que previamente fueron analizadas in silico con los
iniciadores VFF y VFR.
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Figura S 2. Cromatograma de secuenciacién del promotor FIgC. Andlisis de la secuencia
promotora STAS, la secuencia corresponde a las 304 pb previamente analizadas in silico con los
iniciadores M13.
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