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RESUMEN

Azospirillum brasilense es una rizobacteria promotora del crecimiento de las plantas, (PGPR,
por sus siglas en inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria), este tipo de organismos son
atraidos por las rizodeposiciones de las plantas y colonizan el tejido de la raiz estableciendo
una relacién de simbiosis con la misma y mejorando la calidad del suelo mediante procesos
como la fijacion de nitrogeno, control de fitopatdgenos, proteccion contra estres abiotico y
sintesis de fitohormonas. Dentro de estos beneficios la produccion de fitohormonas por las
PGPR’s se considera uno de los mecanismos mas importantes por los cuales se promueve el
crecimiento de las plantas y en su mayoria se da por la produccion de la auxina llamada acido
indol 3 acético (AlA), que es una hormona vegetal capaz de regular procesos fisioldgicos
importantes tanto en la bacteria como en las plantas con las que interactla y la biosintesis de
AIA en Azospirillum principalmente se lleva a cabo a través de la via del &cido indol-3-
piravico (AIP). La enzima fenilpiruvato descarboxilasa (PPDC) es codificada por el gen
indolpiruvato descarboxilasa (ipdC). Asi que el aporte de nuevos hallazgos sobre la
regulacion transcripcional del gen ipdC que codifica para la enzima fenilpiruvato
descarboxilasa (PPDC), y responsable de hasta el 90% de la produccion de AIA nos permitira
comprender el mecanismo empleado por Azospirillum brasilense para su biosintesis. Previo
a este trabajo en el laboratorio de la interacciéon bacteria planta, a través de ensayos de
cromatografia de afinidad y MALDI-TOF se identifico en A. brasilense Sp7 la presencia de
dos proteinas unidas a la region promotora del gen 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). En el
presente trabajo se llevo a cabo un andlisis bioinformético para recabar informacién acerca
de las caracteristicas estructurales y funcionales de ambas proteinas (LibR y MibR). Para ello
se realizaron modelados por homologia, a partir del regulador de respuesta DosR de
Mycobacterium tuberculosis para LibR y el represor transcripcional CouR de
Rhodopseudomonas palustris. A partir de estos modelados, se infiere que ambas proteinas
funcionan en homodimeros, y que la proteina LibR tiene conservados los aminoacidos
blancos de fosforilacion con respecto a otros miembros de la familia LuxR, asi como y la
lisina 182 responsable de la unién al DNA en las secuencias consenso.

Por otro lado, la proteina MibR no tiene una identidad conservada alta en su secuencia de
aminoéacidos con otros miembros de esta familia, La informacion recopilada y el modelado
de las proteinas sugiere que no hay una posible union entre sus monémeros o dimeros, ya
que los residuos de union son muy especificos para cada familia y para cada proteina. Debido
a gque no se logro encontrar informacion acerca de una posible union de estas proteinas se
utiliz6 la plataforma STRING como otra herramienta para verificar posibles interacciones
entre estas proteinas u homologos de estas familias. Por otro lado, se proponen sitios a mutar
dentro de la secuencia palindrome de la regién promotora del gen ipdC en las cuales ambas
proteinas de interés podrian utilizar para su interaccion con el DNA. Finalmente, en cuanto
a la parte experimental se probaron diferentes condiciones para lograr una mayor cantidad de
proteina LibR purificada disminuyendo que dicha proteina se fuera a cuerpos de inclusion.



INTRODUCCION

Azospirillum sp.

El género Azospirillum constituye un subcluster dentro de la familia Rhodospirillaceae. Estas
bacterias son células no formadoras de esporas con forma de varilla en espiral o ligeramente
curvadas con granulos de polihidroxibutirato que pueden formar quistes. La tincién de Gram
es negativa y las células son muy maviles con un solo flagelo polar y varios flagelos laterales
de longitud mas corta (peritrica). Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal se han
destacado por su potencial de aplicacion en la produccion vegetal, permitiendo la reduccion
del uso de fertilizantes y pesticidas, lo cual se debe a la capacidad de estimular el crecimiento
de las plantas mediante la fijacion de nitrégeno y la produccion de fitohormonas, tales como
acido indol-3-acético (AlA) (de Andrade et al., 2019). Capaces de utilizar varios recursos de
carbono como: glucosa, lactato, succinato, fructosa, malato, piruvato y fumarato (Zhou et al.,
2009). Forma parte de las rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR) ya
que influyen en la salud y la productividad de las plantas mediante una variedad de
mecanismos que implican la solubilizacion de nutrientes minerales, la estimulacion del
crecimiento y la supresion de enfermedades de las raices. La produccion de fitohormonas por
PGPR ahora se considera uno de los mecanismos mas importantes por los cuales se promueve

el crecimiento de las plantas (Martinez-Viveros et al., 2010).

El &cido indol-3-acético (AlA)

Las bacterias producen pequefias moléculas de sefializacion que estan implicadas en el
proceso de transduccion de sefiales (Lavy & Estelle, 2016), su mecanismo de accion
molecular subyacente facilita el cambio rapido entre la represion transcripcional y la
activacion geénica a traves de la degradacion dependiente de auxinas de los represores
transcripcionales (Martinez-Viveros et al., 2010) 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 (Aguilar-Piedras etal., 2008). Las
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interacciones entre las bacterias productoras de AIA y las plantas conducen a diversos
resultados, que van desde la patogénesis hasta la fitoestimulacién debido a que esta
fitohormona estd involucrada en maultiples procesos, incluida la division celular, la
diferenciacion y la formacion de haces vasculares. La revision del papel del AlA bacteriano
en diferentes interacciones entre microorganismos y plantas destaca el hecho de que las
bacterias utilizan esta fitohormona para interactuar con las plantas como parte de su estrategia
de colonizacidn, incluida la fitoestimulacion y la elusién de los mecanismos de defensa

basales de las plantas (Figura 1) (Vega-Celedon et al., 2016).
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Figura 1. Modelo propuesto de la sefializacion mediada por Acido indol acético (AlA) en la asociacion de un
microorganismo con una planta. En la Bacteria el AlA participa en procesos relacionados con la formacion de
biopelicula y exopolisacéaridos y en la célula vegetal en la division, diferenciacion celular y la respuesta sistémica
inducida. (Imaaen obtenida de tesis de (Jiion Moreno.2017)

Produccion del acido-3-indol acético por Azospirillum.

El mecanismo principal por el cual Azospirillum mejora le crecimiento vegetal es la
produccién de fitohormonas como las auxinas, citocininas, giberelinas, entre otros y estas

substancias se liberan al medio y entran en contacto con la planta, y asi se estimula el



crecimiento de la planta (Lucke et al., 2020). Dentro del grupo de las auxinas, el acido-3-
indol acético (AlA) es consideradocomo la principal fitohormona por los beneficios que le
confiere. El AIA es generado también por la planta en cantidades nanomolares, en donde
participa por ejemplo, en la expresion de genes que participan en division y diferenciacion
celular (Ucea-Herrera et al., 2020) (Donati2013). En Azospirillum, el AIA es un metabolito
derivado del triptofano, y aunque puede ser tomado directamente de la planta, se conoce que
la mayor fuente de AIA es a través de su biosintesis por distintas vias (Figura 2) las cuales
estdn nombradas segun su precursor: 1) indol-3-acetonitrilo (IAN), 2) indol-3-acetamida
(IAM), 3) acido indol-3-piravico (IPyA), 4)Triptamina (TAM). Asi mismo, se propone una
via alterna: 5) via independiente de trp (Kravchenko et al., 2004, Aguilar-Piedras et al.,
2008).
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Figura 2. Rutas de biosintesis de Acido indol acético (AlA) en bacterias. (Imagen con modificaciones de
(Jijén-moreno, 2017) (Abreviaturas: PPDC, Indol piruvato descarboxilasa).



Regulacion del gen ipdC en bacterias

En la bacteria Enterobacter cloacae UWS5, la expresion del gen ipdC es regulada de manera
positiva y directa por el factor de transcripcion TyrR el cual también controla la expresion de
genes implicados en la captacion y el metabolismo de los aminoacidos aromaticos (Coulson
& Patten, 2015). Esta regulacion se da a través de interacciones con dos cajas de TyrR
ubicadas dentro de la region intergénica akr-ipdC. Por otro lado, en bacterias del género

Pseudomonas, la regulacion del gen ipdC es a través del factor sigma alternativo RpoS (c°%).

Regulacion transcripcional del gen ipdC en Azospirillum brasilense

En Azospirillum la via del acido indol-3-piravico, es considerada la via principal de
biosintesis de AIA. En esta via, el gen ipdC codifica para la enzima fenilpiruvato
descarboxilasa (PPDC), cuya eliminacion produce un decaimiento de hasta el 90% de la
biosintesis de AIA (Figura 2) (Vega-Celedon et al., 2016). Analisis in silico realizados en A.
brasilense Sp7 mostraron que el gen ipdC, se encuentra flanqueado por el gen gltxX que
codifica para un glutamato tRNA ligasa y por un gen que codifica para una proteina hipotética
(Jijén Moreno, 2017). La regién promotora del gen ipdC posee varios elementos en cis, que
podrian intervenir en la regulacion del gen. Los elementos que fueron identificados son: un
sitio de unién a ribosoma (GGAGA), un sitio de unién putativo para el factor sigma 54
(también conocido como RpoN o 654) (Ucea-Herreraet al., 2020), un “elemento de respuesta
a auxinas” (AuxRE (Vande Broek et al., 2005) una repeticion invertida perfecta de 8 pb,
separada por un espaciador de 4 pb (ATTGTTTC(GAAT) GAAACAAT) (Figura 3).
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GACGGACATGCGGGCATCATTCGAAAGTCGGGACAGGGCGGCAGTCGTAGCACGCCGCGCGCCGGTCCG
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GCTGCGCGCGCTGAAGGATCGCGGCGCACAG Z

Figura 3. Regién promotora del gen ipdC. Region 5rio arriba de ipdC en A. brasilense Sp245
de (Jijon-moreno, 2017).

ANTECEDENTES DIRECTOS

El laboratorio de interaccion bacteria planta tiene como objetivo identificar y caracterizar
mecanismos molecularesimplicados en interaccion de la bacteria con la planta, para ello
investiga como modelo experimental a la bacteria Azospirillum brasilense sola 0 asociada a
plantas gramineas. Una de las lineas de investigacion del laboratorio consiste en identificar
los mecanismos moleculares que regulan la expresion delgen ipdC, Jijon Moreno realiz6 una
cromatografia de afinidad para aislar proteinas que interactuaran con el promotor del gen
ipdC. Los resultados mostraron cuatro proteinas con un tamafio aproximado de: 155.3, 75.8,
23.5y 18.2 KDa, las cuales fueron identificadas a través de MALDI-TOF (Figura 4). De esta
manera fueron identificadas como la subunidad B de la RNA polimerasa, una
poliribonucledtido nucleotidiltransferasa y dos reguladores transcripcionales; uno de la
familia LuxR y otro de la familia MarR. Estas ultimas fueron nombradas como LibR por sus
siglas en inglés de LuxR-like indole-3-acetic acid biosynthesis regulator y MibR por MarR-
like indole-3-aceticacid biosynthesis regulator (Jijon Moreno, 2017). Ambas proteinas fueron

agrupadas en estas familias de reguladores transcripcionales gracias a la presencia de



dominios caracteristicos de miembros de cada familia (Grove, 2013 y (Chen & Xie, 2011).

A B
1509 B «B145
1009 Muestra Proteina No. acceso MM kDa

- GenBank
759 wam S <B7

B17 Regulador transcripcional de la familia MarR ~ WP_051140036.1  18.2 kDa

509 e

B25 Regulador transcripcional de la familia LuxR ~ WP _035678594.1 23.5kDa
37>

B77 Poliribonucledtido nucleotidiltransferasa WP _035670107.1  75.8kDa
259 - 4B
209 B145 Subunidad B de la RNA polimerasa WP 059398870.1 155.3 kDa
159 <B17

Figura 4. Identificacion de proteinas en unién a la regién promotora del gen ipdC. A) Separacion
desnaturalizante de proteinas por SDS-PAGE de proteinas previamente obtenidas por cromatografia de afinidad
tefiidas con Azul de Coomassie. B) Analisis de tipo MALDI-TOF aplicado a las proteinas observadas en SDS-
PAGE y purificadas de la cromatografia de afinidad indicada en la figura 3A (Jijon Moreno, 2017).

LibR: Un regulador transcripcional de la familia LUxR

La proteina LibR esta formada por 214 aminoacidos. Consta en su extremo N-terminal de un
dominio REC (1-115aa) y en el extremo C-terminal contiene un dominio de unién al ADN
del tipo HTH (151-208) (Figura 5). En el dominio REC se encuentra un residuo conservado de
acido aspartico (D54) en el cual podria llevarse a cabo una fosforilacion permitiendo la

activacion de esta proteina.

HTH
LUXR

Figura 5. Dominios identificados en la secuencia de la proteina LibR, mediante el analisis en la
plataforma SMART protein. Mediante un anélisis in silico, se obtuvieron los dominios presentes en la
proteina LibR que consta de un dominio REC en su extremo N-terminal y un dominio HTH en el extremo C-
terminal.

La presencia de estos dominios clasifica a la proteina LibR como un miembro de la familia
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de reguladores transcripcionales del tipo LuxR, los miembros de esta familia fueron descritos
por primera vez en Vibrio fischieri. El regulador transcripcional LuxR es un factor clave en
Quorum Sensing (QS), coordina la expresion de una variedad de genes, incluidos los que
codifican factores de virulencia y biosintesis de antibidticos, motilidad, nodulacion,
transferencia de plasmidos, bioluminiscencia y formacion de biopeliculas (Chen & Xie,
2011, Miller & Bassler, 2001, Tsai & Winans, 2010). Estas proteinas se encuentran en
diversos organismos, y en gran parte de bacterias Gram (-) (Yafiez Meza, 2022). Segln sus
mecanismos de regulacion, los reguladores de la familia LuxR se pueden dividir en diferentes

grupos como se muestra en la Tabla 1 (Liu et al., 2020).

Tabla 1. Clasificacion de proteinas de la familia LuxR segun sus mecanismos de regulacién. Se muestra
un ejemplo de alguno de los miembros de cada grupo que ya han sido estudiados por diferentes grupos de

trabajo.
Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
. PETIETEDE &) Reguladores activados o
sistemas de doble . o .
Contienen un . o reprimidos al unirse a N-
componente I Tienen un sitio ih ina |
Mecanismo (Sistemas de ominio € ector de unién a acil homoserina factonas
s - auténomo sin h_— (AHL), que se utilizan
de accion transduccion de - multiples .
~ dominio de . como moléculas QS en
sefiales que conduce -, ligandos - .
I, regulacion una variedad de bacterias
a la activacion por .
N Gram negativas.
fosforilacion).
: FixJ TraR
Ejemplo Y MalT (A. tumefaciens)
(homélogos (Rizobiaceae) GerE (E. coli)
presentes en otros NarL (B. subtilis) '
microorganismos) (E. coli) L':JXR .
) (V. fisheri)

Debido a los dominios presentes en la proteina LibR, se sugiere que ésta podria formar parte
del grupo I, ya que contiene un residuo de &cido aspartico conservado en la posicion 54 y que
se ha evidenciado a través de alineamiento de secuencias de aminoacidos con proteinas de

este mismo grupo (referencia).

LuxR en Azospirillum

Azospirillum brasilense es una importante bacteria promotora del crecimiento vegetal
(PGPB) que requiere varios pasos criticos para la colonizacion de las raices, incluida la

sintesis de biopeliculas y exopolisacaridos (EPS) y la motilidad celular. En varias bacterias,



estos mecanismos estan mediados por sistemas de deteccion de quérum (QS) que regulan la
expresion de genes especificos a través de la union a autoinductores denominados N-acil-
homoserina lactonas (AHL) (Fukami et al., 2018). EI quorum sensing mediado por AHL es
estudiado intensamente en bacterias gram negativas en donde se constituye por una sintetasa
autoinductora que es responsable de sintetizar AHL’s (LuxlI sintetasas) y un receptor del
autoinductor (LuxR) que se convierte en un activador transcripcional (Vadakkan et al.,
2018). El autoinductor es percibido por los receptores citoplasmaticos. La unién de AHL a
LuxR inicia la homodimerizacion de estos complejos seguido de su asociacion al promotor
QS especifico y la subsecuente transcripcion de los genes relacionado al QS (Praneenararat
etal., 2012, Koch et al.,2005, Bez et al., 2021). Algunas bacterias presentan sistemas de QS
no canodnicos en donde los reguladores de respuesta LuxR han perdido su sintetasa de
inductor. Estos sistemas son llamados LuxR solos o LuxR huérfanos, de tal manera que
responden a otras moléculas sefial (Gualpa et al., 2019). Estos datos son interesantes, ya que
existen varios estudios en donde se muestra que diversas bacterias promotoras del

crecimiento vegetal contienen en su mayoria LuxR solos (Hudaiberdiev et al., 2015).

Lopéz-Arteaga realiz6 una busqueda de homologos de la proteina LibR en el genoma de
Azospirillum brasilense Sp7, donde encontré 15 proteinas que compartian los mismos
dominios. En este mismo estudio, analizo el contexto genético de dichas proteinas, cuyos
resultados permitieron identificar que se tratan de luxR solos, es decir que carecen de la
sintetasa del inductor. En este sentido, seria importante evaluar el mecanismo de activacién
de las proteinas de la familia LuxR presentes en A. brasilense Sp7. Si bien, son pocos los
estudios sobre proteinas LUxR, en el género Azospirillum se encuentran caracterizadas al

menos las siguientes proteinas:

FIcA

FICA es un regulador de respuesta que controla la floculacion y la transformacion
morfoldgica de las células de Azospirillum de formas vegetativas a formas similares a quistes.
La proteina FICA, estd constituida por 215 aminoacidos, pertenece a la familia LuxR de
reguladores transcripcionales. Este homdélogo de LibR presenta un dominio HTH de union al
ADN Yy tiene conservados residuos de Aspartato (Hou et al., 2014) los cuales podrian ser el
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sitio de fosforilacién de acuerdo a la comparacién con otros reguladores transcripcionales
caracterizados como StyR de P. fluorescens (Milani et al., 2005) e igualmente en FICA de A.

brasilense Sp7 (Jijon Moreno, 2017).

EraR

EraR es un regulador de respuesta identificado en A. brasilense Sp7. Esta proteina de tipo
LuxR regula la expresion del gen exaA que codifica para una quinoproteina de alcohol
deshidrogenasa quien juega un papel importante en el catabolismo de los alcoholes en
bacterias, a través de un sistema de dos componentes que consta de EraS y EraR. La
caracteristica Unica de esta regulacion es que EraR es un regulador de transcripcion de tipo
LuxR que interactta con 6>*, sin embargo, carece del motivo GAFTGA, caracteristico de las
proteinas de union potenciadoras (EBP) que interactiian con ¢ °* en otras bacterias. Ademas
de esto se observo que se une a secuencias palindromicas rio arriba del gen exaA (Singh
etal., 2017).

MibR: Un regulador transcripcional de la familia MarR

La proteina MibR esta formada por 164 aminoacidos. Consta de un dominio de union al ADN
del tipo HTH (50-150) (Figura 6) (Jijon Moreno, 2017). La presencia de estos dominios
clasifica a la proteina MibR como un miembro de la familia de reguladores transcripcionales
del tipo MarR (Grove, 2013). Los miembros de la familia de reguladores transcripcionales
del tipo MarR pueden ser clasificados de acuerdo a su rol fisiolégico como reguladores de
virulencia, reguladores de la respuesta a estrés del ambiente y reguladores de catabolismo
aromatico (Wilkinson & Grove, 2006). Las proteinas MarR constituyen una familia de
reguladores transcripcionales de resistencia multiple a antibi6ticos y reciben el nombre de
Escherichia coli en donde fue caracterizada por primera vez la proteina MarR. Son miembros
de la familia de factores de transcripcion hélice-giro-hélice alada (WHTH) y se encuentran
distribuidos en bacterias y arqueas (Grove, 2013). Mientras que algunos homdlogos de MarR
activan la transcripcién, la mayoria reprime la actividad génica, ya que los homdlogos de
MarR son proteinas de union al ADN que existen como dimeros y se unen a secuencias

palindrémicas dentro de promotores afines (Jair et al., 1995). Cuando se une un ligando a la
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proteina del tipo MarR, la unién al ADN se atenta, lo que da como resultado una expresion
génica activada. Este mecanismo general también da como resultado que la expresion de las
proteinas MarR sea autorreguladora; a medida que aumenta la concentracion celular de la
proteina MarR, la autorregulacion negativa detiene la transcripcion adicional y evita la

acumulacion excesiva de proteinas (Grove, 2013).

HTH ™
MARR _

Figura 6. Dominios identificados en la secuencia de la proteina MibR. Mediante un analisis en la plataforma
SMART protein se obtuvieron los dominios presentes en la proteina de interés, el regulador transcripcional
MibR el cual consta de un dominio HTH de 100 aminoéacidos de longitud (50-150).

Si bien han sido identificados diversos miembros de la familia MarR en distintas bacterias, a
la fecha no han sido identificados y/o caracterizados miembros de la familia MarR en

Azospirillum.
Mutantes de los genes libR y mibR

Para ampliar la informacion sobre la posible participacidn de estas proteinas en la regulacion
de la expresion del gen ipdC asi como en la biosintesis de AIA en A. brasilense Sp7, Jijon en
2017, obtuvo mutantes de los genes LibR y MibR, presentes en el plasmido 1 y cromosoma
respectivamente, asi como una doble mutante en ambos genes. En el caso de la mutante LibR
(nombrada 2113) se hizo eliminando 202 aminoacidos de la secuencia codificante de los 214
aminoacidos, mientras que en el caso de la mutante MibR (nombrada 2114) se generd
eliminando 148 aminoacidos de la secuencia codificante de los 164 aminoacidos totales de la
proteina. En ambas mutaciones se insertd un cassette de Km. En el caso de la mutante doble
(nombrada 2115) se realizd eliminando el gen de resistencia a Km del plasmido pJMS-
AlibR::KmR mediante restriccion con Xbal y en su lugar se inserté un gen de resistencia a
Gm obtenido del plasmido pBSL142, resultando el plasmido pJMS-AmibR::GmR. Estas tres
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mutantes (AlibR::KmR, AmibR::KmR y AlibR::KmR AmibR::GmR) se evaluaron en ensayos
de cuantificacion de AlA, en los cuales se observo que la cepa mutante de LibR produjo 35%
menos AlA que la cepa silvestre,mientras que la cepa mutante de MibR produjo niveles
similares de AlA que la cepasilvestre. Sin embargo, cuando se analiz6 la doble mutante de
LibR-MibR, la biosintesis de AlA se redujo en 51% (Figura 7) (Jijon Moreno, 2017), estos
resultados sugieren la participacion de ambas proteinas en la regulacién del gen ipdC.
Posteriormente, se evalud la expresion del gen ipdC con las tres mutantes. Los resultados
mostraron una disminucion en la expresion del gen de la indol piruvato descarboxilasa
(Figura 8). La mayor disminucion se observo en la doble mutante, loque apoya la idea de la
participacion de ambas proteinas en la regulacion del gen. En ambos casos, es decir; en los
ensayos de cuantificacion de AIA y en los andlisis de la expresion del gen ipdC, la
disminucion fue mucho mas significativa en la doble mutante, lo que sugiere la participacion
en conjunto de estas proteinas en la regulacion de dicho gen (Jijon Moreno, 2017). A lafecha,
se desconoce si las proteinas MibR y LibR podrian interactuar entre ellas y asi poderpotenciar
su efecto como posibles reguladores transcripcionales. Debido a la existencia de una
repeticion invertida presente en la region intergénica del gen ipdC se sugiere la participacion
de estas proteinas en la regulacion del gen, aunque ain no existe evidencia de que sea esta la
region identificada por las proteinas de interés para llevar a cabo su funcion.

45
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« 15 D A. brasilense 2113-libR”™
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Figura 7. Produccion de AIA por cepas de A. brasilense Sp7 y cepas mutantes. La cuantificacion de AIA
respecto al tiempo se hizo mediante HPLC. (Imagen obtenida de tesis de Jijon Moreno)
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Figura 8. Analisis de la expresion del gen ipdC en cepas de A. brasilense. La expresién del gen se realizé
mediante ensayos de RT-PCR, tomando como referencia la expresién del gen constitutivo gyrA Imagen
obtenida de tesis de (Jijon Moreno 2017).

Jijén Moreno se propuso un modelo hipotético para describirla regulacion mediada por las
proteinas MibR y LibR; en el cual se sugiere que, durante la fase exponencial de crecimiento
de A. brasilense Sp7, MibR se une al promotor en ausenciade AlA activando en bajos niveles
la expresion del gen ipdC. Al comenzar la sintesis de AlA en esta fase, el aumento en la
concentracion de este metabolito permite su unién a MibR, lo que deriva en un cambio
conformacional que hace a este regulador disociarse de la region promotora, permitiendo asi
la unién de LibR ensu estado fosforilado, logrando que este interactie fisicamente con el
factor 654 activando laexpresion de ipdC a una mayor tasa cuando la densidad celular alcanza

la fase estacionaria de crecimiento (Figura 9).
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Figura 9. Modelo propuesto de la regulacion transcripcional de ipdC en A. brasilense Sp7. En la fase
estacionaria de crecimiento, la alta concentracion 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 interactia
fisicamente con la RNA polimerasa y con el factor 654 (mostrado con estrellas de color rojo) para activar la
expresion de ipdC a una mayor tasa de expresién (Jijon Moreno 2017).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En trabajos previos del laboratorio interaccion bacteria-planta fueron identificadas dos
proteinas que se unen a la regién intergénica del gen ipdC,denominadas MibR y LibR por su
participacion en la biosintesis del &cido indol acético (AlA). Debido a los dominios presentes
en cada una de ellas las clasificaron como miembros de la familia de reguladores
transcripcionales MarR y LuxR, respectivamente. Los analisis realizados con mutantes por
delecion de estas proteinas mostraron una disminucion en la expresion del gen ipdC y en la
biosintesis del AIA. En ambos casos, la disminucion fue mucho mas significativa en la doble
mutante, lo que sugiere una participacion conjunta de estas proteinas en la regulacién del
gen, sin embargo, se desconoce si las proteinas MibR y LibR podrian interactuar entre ellas
para asi potenciar su efecto como posibles reguladores transcripcionales, ya que la repeticién
invertida presente en la region intergénica del gen ipdCsugiere la participacion de estas
proteinas en la regulacion del gen, aunado a ello, no existe evidencia de que sea esta la region
identificada por las proteinas de interés para llevar a cabosu funcién. Debido a la relevante
participacion del gen ipdC en la biosintesis de AlA, el carecer de informacion respecto a su
regulacién transcripcional, limita la oportunidad de proponer mecanismos que permitan
incrementar la produccion de una de las fitohormonas mas importantes en la interaccion de

la bacteria con la planta.
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JUSTIFICACION

La importancia que tienen los microorganismos en la naturaleza y en sus relaciones con el
hombre es cada dia mas evidente, hoy la agricultura tiene la necesidad de utilizar a los
microorganismos como biofertilizantes. Azospirillum, es considerada una rizobacteria
promotora del crecimiento vegetal ya que provee beneficios en la salud y crecimiento de la
planta a través de mecanismos directos e indirectos, como la fijacion de nitrogeno y la
produccién de fitohormonas. EI Acido Indol Acético (AlIA) es la principal fitohormona
sintetizada por las PGPR principalmente por la via del &cido indol-3-piravico (IPyA) y de la
cual la Indol Piruvato descarboxilasa codificada por el gen ipdC, es la responsable de la
mayoria de la biosintesis de AlIA. Se conocen diversos factores ambientales que regulan la
expresion del gen ipdC, sin embargo, se conoce muy poco sobre los procesos moleculares
que rigen su expresion. El estudio de la posible interaccion entre MibR y LibR aportaria
informacion respecto al mecanismo por el cual, en la cepa carente de ambas proteinas, existe
una disminucion marcada en la produccion de AIA y en la expresién del gen. La vision a
largo plazo permitira explotarlos en maultiples formas: mediante el desarrollo de
biotecnologias agricolas que favorezcan la produccion vegetal en un contexto de

sostenibilidad y respecto al medio ambiente.
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HIPOTESIS

Los reguladores transcripcionales LibR y MibR interacttan entre si para regular la expresion

del gen ipdC y con ello, la biosintesis de AlA.

OBJETIVOS

Objetivo general
Modelar por homologia a las proteinas MibR y LibR y su interaccion con la region promotora
del gen ipdC de Azospirillum brasilense Sp7 y proponer estrategias de purificacion de la

proteina LibR

Objetivos Especificos

Analizar la posible interaccidn entre las proteinas MibR y LibR.

Identificar los posibles sitios de union de las proteinas MibR y LibR en la region promotora
del gen ipdC y proponer sitios a mutar.

Evaluar distintas estrategias para la purificacion de LibR.
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ESQUEMA DE TRABAJO

Modelar por homologia a las proteinas MibR vy LibR y su
interaccion con la region promotora del gen ipdC de Azospirillum
brasilense Sp7 y proponer estrategias de purificacion de la proteina

LibR

Analizar la posible
interaccion entre las
proteinas MibR v LibR.

Identificar los posibles sitios de
union de las proteinas MibR v LibR
en la region promotora del gen ipdC

y proponer sitios a mutar.

s
Modelado de protemnas o RE‘:’I’:'-I&'H
en Swiss model y bibliografica sobre
chimera proteinas homologas
Busqueda de - -
Interaccliones en ]dEIlhﬁFia_l‘
STRING probables sitios a
- = mutar

Evaluar distintas
estrategias para la
purificacion de
N LibR.

Transformacion del
vector pGEXGST-
LibR en E.coli

|

Evaluar las diferentes
condiciones de induccion
(temperatura. concentracion de
IPTG nempo de induccion)

-
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MATERIALES Y METODOS

Material biolégico empleado

Tabla 2. Material bioldgico empleado

Cepas
Cepa Genotipo Referencia
Escherichia coli BL21 FompT hsdSg (rs-, ms") gal dcm (DE3) Invitrogen
(DE3)
Escherichia coli F ompT hsdSg(rs” mg’) gal dem (DE3) pLysS Sigma Aldrich
Rosetta pLysS (CamR)
Plasmidos
PGEX-4T1 Plasmido de expresion de proteinas. Ap® (GE Healthcare Life
Sciences)
pGEXGST-libR Plasmido de expresion que contiene el gen libR  (Jijon Moreno, 2017)
fusionado al gen gst. Este plasmido fue utilizado
para la expresion de LibR en E. coli BL21. Ap® Este trabajo

yy en E. coli Rosetta pLysS Ap®

pGEXGST-mibR Plasmido de expresién que contiene el gen mibR  (Jijon Moreno, 2017)
fusionado al gen gst. Este plasmido fue utilizado

para la expresion de MibR en E. coli BL21. ApR

Este trabajo
y en E. coli Rosetta pLysS ApR
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Analisis Bioinformaticos

Las secuencias de las proteinas de interés MibR (AMK58 RS00175) y LibR
(AMK58_RS19435), asi como la secuencia de la regién intergénica del gen ipdC que codifica
para la enzima fenilpiruvato descarboxilasa (AMK58_RS11560) se obtuvieron de la base de
datos del NCBI, ademas de emplear herramientas bioinforméaticas como la plataforma String,
prosite, UnitPro, entre otras.

Con esta informacion bésica recabada se procedio a realizar el modelado de proteinas con
ayuda de la plataforma SWISS MODEL y exportando el resultado al programa CHIMERA,
de igual forma con el mismo fin de buscar interacciones entre heterodimeros de estas
proteinas se procedié a utilizar una plataforma de interacciones de proteinas llamada
STRING.

CLUSTAL OMEGA

Clustal Omega es un programa de alineacion de secuencias multiples que genera alineaciones
entre tres 0 mas secuencias conjuntas obteniendo resultados eficientes y precisos. El “Clustal
Consensus” (Gltima linea del alineamiento), incluye alguno de los siguientes caracteres: a)
Asterisco (*); indica que en dicha posicion los residuos son 100% idénticos, b) dos puntos
(:); indican posiciones en las que se han realizado sustituciones conservativas y c¢) punto (.);

indica sustituciones menos conservativas.
MULTIPLE ALING SHOW
Esta plataforma utiliza alineamientos maltiples obtenidos en otros programas, con el objetivo

de resaltar la conservacion y/o similitud de residuos lo cual permite establecer el porcentaje

de identidad que se busca y asignar un color determinado para su identificacion.
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PDB (PROTEIN DATA BASE)

El archivo PDB es un deposito de coordenadas atomicas y otra informacion que describe
proteinas y otras macromoléculas bioldgicas importantes, los bidlogos estructurales utilizan
métodos como la cristalografia de rayos X, la espectroscopia de RMN y la microscopia
crioelectrénica para determinar la ubicacion de cada atomo en relacion con los demas en la
molécula. Luego depositan esta informacion, que luego es anotada y publicada publicamente

en el archivo.

SWISS-MODEL

Esta plataforma se utilizd para iniciar el modelado por homologia de los homodimeros de
MibR y LibR ya que SWISS-MODEL es una plataforma que predice la estructura de una
secuencia de aminoacidos mediante el analisis de la calidad de la estructura generada
basadndose en proteinas con una identidad parecida prediciendo la probable funcion que posee
la proteina de interés, utilizando diferentes herramientas estadisticas para evaluacion del

modelado descritas en la plataforma.

La construccion de un modelo de homologia comprende cuatro pasos principales:
e ldentificacién de plantillas estructurales
e Alineacion de la secuencia objetivo y estructura (s) de plantillas
e Construccion de modelos

e Evaluacion de la calidad del modelo

Estimar la calidad de los modelos de estructura de proteinas es un paso sumamente
importante debido a que en esta plataforma se tienen un conjunto de modelos alternativos
donde usualmente se tiene que seleccionar el mejor candidato y para eso se tienen tres

aspectos a calificar:

QMEANDiIsCo es una puntuacion global de la calidad absoluta tanto globales (es decir,

para toda la estructura) como locales (es decir, por residuo) sobre la base de un solo modelo,
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depende en gran medida del tamafio del modelo, la estimacion del error proporcionada se
calcula en funcion de modelos de tamafio similar a la entrada (Help | SWISS-MODEL, s. f.).

QMEAN es una evaluacion global y puntual, donde se califica originalmente en un

rango [0,1] y donde uno es la mejor puntuacion (Help | SWISS-MODEL, s. f.).

Ramachandran favorecido Los graficos de Ramachandran sirven como herramienta
de verificacion indirecta de la estereoquimica y la geometria del complejo al establecer que
ninguna de las geometrias se encuentra en las regiones prohibidas electrostaticamente

desfavorables del grafico (Ramachandran Plot - an overview | ScienceDirect Topics, s. f.)

UCSF CHIMERA

Es un sistema de analisis y visualizacion molecular altamente extensible e interactivo,
CHIMERA puede leer estructuras moleculares y datos asociados en una gran cantidad de
formatos, mostrar las estructuras en una variedad de representaciones y generar imagenes y
animaciones de alta calidad adecuadas para su publicacién y presentacion. A partir de estas
herramientas que nos proporcioné el programa, se logré obtener los modelados de las
proteinas por homologia como homodimeros y mondémeros y asi poder editar el modelado a
modo de resaltar areas relevantes de cada modelo de las proteinas LibR y MibR, asi como se
intentd disefiar un heterodimero de los monémeros de las proteinas en cuestién, para

eterminar si alguna de sus areas “linker” eran compatibles con la otra.
det | d “linker” tibl la ot

STRING

La base de datos STRING contiene informacion de numerosas plataformas bioinformaticas
incluyendo: datos experimentales, métodos de prediccion computacional y colecciones de
textos publicos, esta herramienta de basqueda se utiliza para la recuperacion de
genes/proteinas que interactian) es una base de datos bioldgica y un recurso web de

interacciones proteina-proteina conocidas y previstas. Los resultados obtenidos en esta
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plataforma muestran lo siguiente y debe ser considerado para su interpretacion:

NODOS
Rojo: Proteinas de consulta y primera capa de interactores.

Blancos u otros colores: Segunda capa de interactores

LINEAS

Los bordes (circulos blancos) representan asociaciones proteina-proteina las asociaciones
(lineas) estan destinadas a ser especificas y significativas, es decir, las proteinas contribuyen
conjuntamente a una funcién compartida; esto no significa necesariamente que estén

fisicamente vinculados entre si.

Interacciones conocidas

de bases de datos seleccionadas

determinado experimentalmente

Interacciones previstas

©— vecindario de genes
fusiones de genes

co-ocurrencia de genes

Otros
extraccion de textos
coexpresion

homologia de proteinas
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Analisis Experimentales

Medios de cultivo

El medio de Luria Bertani (Bertani, 1952) liquido o adicionado con agar se utilizo para el
crecimiento de todos los cultivos bacterianos y para los ensayos de expresion. Su
composicion quimica es la siguiente: 5 g/L de extracto de levadura, 10 g/L de NaCl y 10 g/L
de peptona de caseina. Cuando fue requerido se adicionaron los siguientes antibidticos:
(Ampicilina (50 ug/ml) y cloranfenicol (34ug/ml).

Caracteristicas de las fusiones traduccionales de las proteinas MibR y LibR

La construccion pGEXGST-mibR esta constituida por la secuencia codificante de MibR (495
pb) en el vector de expresion pGEXGST (5460pb), de tal manera que se obtiene la proteina
de fusion GST-MibR (GST fusionada al extremo N-terminal de MibR) con un peso
aproximado de 43 KDa. Por otro lado, LibR (645 pb) qued6 fusionada con GST en su N-
terminal dando origen a una construccion que codifica para una proteina de aproximadamente
49 kDa. Estas construcciones estan albergadas en E.coli BL21 para generar cultivos que

permitan expresar e inducir a la proteina para su posterior purificacion.

Expresion de las proteinas hibridas GST-MibR y GST-LibR en la cepa BL21.

Las clonas seleccionadas se cultivaron en tubos con 5 mL de medio Lb amp (50mg/ml) a
30°C overnight (precultivo) posteriormente, se tom6 el volumen correspondiente a una
dilucién uno 1:100 a partir del precultivo y se coloc6 en matraces de 25 ml de medio Lb mas
ampicilina (50 mg/ml) hasta llegar a una DOsgo ~0.5-0.6. Alcanzada la DO, el cultivo se
indujo con 0.1 mM IPTG a 30°C durante 3 h. Las células del cultivo fueron colectadas
mediante centrifugacion y se lavaron con un ml de buffer de fosfatos PBS 1X (NaCl 137mM,
2.7 mM KCI, 10mM de Na2HPO4, 1.8 mM de KH2PO4) y se procedid a sonicar por pulsos
mediante 3 series de 15 pulsaciones al 40% de potencia., posteriormente se separé pellet y

sobrenadante y se tomé una muestra a la que se le agrego buffer de carga y se hirvieron por
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5 min para su evaluacion posterior con SDS-PAGE.

Evaluacion de diferentes condiciones de induccion en E. coli BL21

Con el fin de obtener una mayor expresion de la proteina, debido a que al obtener el
sobrenadante la proteina se quedaba en el pellet en cuerpos de inclusion, se evaluaron
distintas condiciones de induccion como lo es: temperatura, tiempo de induccion, D.O,

concentracion de IPTG, cepa de expresion.

Evaluacion de tiempos de induccién

Para llevar a cabo el procedimiento de induccién de proteina, se realizaron cultivos como se
menciono previamente hasta que se alcanzé una DOsgo ~0.5. Al llegar a la D.O esperada los
25 ml de cultivo se separaron en tubos de 5 ml considerando uno de ellos como NI (No
inducido) 0.5, 1, 2 y 3 horas de induccion, afiadiendo IPTG 0.1 mM en todas las horas excepto
en el no inducido. Al terminar el tiempo de incubacion correspondiente se concentrd el
volumen total de cada tubo mediante centrifugacion descartando el sobrenadante.

Posteriormente se evaluo el resultado mediante SDS-PAGE.

Evaluacion de temperatura

Para identificar la mejor temperatura en la induccion de proteina, se realizaron cultivos como
se menciond previamente hasta que se alcanzé una DOsgo ~0.5. Al llegar a la D.O esperada
los 25 ml de cultivo se separaron en tubos de 5 ml considerando uno de ellos como: NI (No
inducido) 16°C, 30°C y 37 °C afiadiendo inductor (IPTG) 0.1 mM en todas las temperaturas
excepto en el no inducido. Al terminar el tiempo de induccion de 3 horas en la temperatura
correspondiente, el volumen de cada tubo se concentré mediante centrifugacion en tubos de
2 ml descartando el sobrenadante. Posteriormente se evaluo el resultado mediante SDS-
PAGE.
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Evaluacién de concentracién de inductor.

Para llevar a cabo la evaluacion de la mejor concentracion de IPTG en la induccién de
proteina, se realizaron cultivos como se menciond previamente hasta que se alcanzd una
DOspo =0.5. Al llegar a la D.O esperada los 25 ml de cultivo se separaron en tubos de 5 ml
considerando uno de ellos como NI (No inducido), 0.05 mMy 0.025 mM de IPTG (isopropil
B-D-1-tiogalactopiran6sido) correspondiente a cada tubo excepto en el no inducido. Al
terminar el tiempo de induccion de 3 horas a 30 °C, el volumen de cada tubo se concentr6
mediante centrifugacion en tubos de 1.5 ml descartando el sobrenadante. Posteriormente, se
evaluo el resultado mediante SDS-PAGE.

Evaluacion de D.O (densidad Optica)

Para identificar la mayor induccion de proteina, se realizaron cultivos como se menciono
previamente, sin embargo, a partir de un precultivo, se colocd la relacion 1/100 en diferentes
tubos y no en un solo matraz. En los tubos se espero a alcanzar una ODsgo ~0.5, 0.4 y 0.3. Al
llegar a la D.O esperada se afiadio IPTG 0.05 mM en todas las densidades excepto en el no
inducido. Al terminar el tiempo de induccién de 3 horas a 30°C, se concentr6 el volumen
total de cada tubo mediante centrifugacion descartando el sobrenadante. Posteriormente se

evalué el resultado mediante SDS-PAGE.

Evaluacidon de la expresion en una cepa alternativa

La sobreexpresion de proteinas recombinantes en Escherichia coli a menudo conduce a la
acumulacién intracelular de proteinas parcialmente plegadas en agregados llamados cuerpos
de inclusion y debido a la poca cantidad en la expresion de la proteina libre en sobrenadante,
se considerd un nuevo vehiculo de expresion, y se optd por utilizar E.coli Rosetta pLysS,

donada por el El Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados del IPN.
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Verificacion de la cepa donada de Cinvestav E.coli Rossetta pLysS

Se sembr6 una alicuota de E. coli Rosetta pLysS en tubos de 5 ml con medio LB con
diferentes antibioticos (ampicilina, kanamicina, cloranfenicol), segin el genotipo de E. coli

Rosetta pLysS, esta tiene resistencia a cloranfenicol.

Células competentes

Las células de E.coli se crecieron en 50 ml de medio LB a 37°C hasta una OD600~0.6, se
transfirieron a un tubo de centrifuga y se incubaron por 15 min en hielo. Las células se
recuperaron por centrifugacion a 3,000 rpm por 15 min a 4°C. Las células se incubaron
nuevamente en hielo, se centrifugaron y se recuperaron en 2.6 mL de medio 2Xyt-CC. Se

realizaron alicuotas para su almacenaje a -70°C o hasta su utilizacion.

Minipreparaciones

De acuerdo al método Minipreps of plasmid DNA (Engebrecht et al., 1998), las células de 3
ml de un precultivo de la cepa E. coli BL21 incubadas durante toda la noche se recuperaron
por centrifugacién y se resuspendieron en 100 pL de solucion | (Tris-HCI 10 mM pH 8,
EDTA 1 mM). Las células se incubaron con 200 pL de solucion 11 (200 mM NaOH, SDS
1%) y con 150 pL de solucion 111 (Acetato de potasio 3M pH 5.5). La mezcla se centrifugd
para descartar los restos celulares. El sobrenadante se mezclé con 500 pL de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico y se centrifugd. El sobrenadante se mezclé con 500 pL de
cloroformo y se separd por centrifugacion. EI ADN plasmidico recuperado en el
sobrenadante se incubd con 500 pL de isopropanol a -20°C durante al menos 1 h, se
centrifugo y se decanto. El pellet se lavé con 500 pL de etanol al 70% vy se centrifuga (se
repite este paso volviendo a lavar y centrifugando), el ARN se eliminé con un tratamiento
con 0.25 ug de ARNsa (Invitrogen) por 20 min a 25°C seguido de la inactivacion de la enzima
a 50°C por 2 min, al terminar se resuspendio en 30 pl de TE (10 mM Tris/HCL y 1 mM
EDTA disodico, pH 8).
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Transformacion (Choque térmico)

Se agregd 5 pl del producto de lisis (0)GEXGST-libR) a 100ul de las células competentes de
la cepa E. coli Rosseta pLysS y se colocaron 30 min en hielo y después se incub6 a 42°C
durante 1 min 50 s, y se paso a un tubo de 1.5 ml, manteniéndose en hielo, se agreg6 un ml
de medio LB sin antibidtico y se incubd una hora 30 min a 37°C con 150rpm. Se centrifugo
a mil rpm durante 30 s y se desecho el medio LB retirdndolo con una micropipeta dejando
100 pl en el tubo para resuspender la pastilla, la cual se plague6 en una placa con medio LB-

Ampicilina 100 pg/ml y se incub6 durante 16 h a 37 °C.

Ensayos de expresion en E. coli Rosseta pLysS

Las clonas seleccionadas se cultivaron en tubos con 5 mL de medio LB+Amp (50 mg/ml) a
30°C overnight posteriormente se cultivaron 300 ul del cultivo ya crecido en matraces con
25 ml de medio LB+Amp (50mg/ml) de igual forma a 30°C hasta una OD 300~0.3 Se tom6
una muestra de 500 pL y se concentré en un volumen final de 1 mL. El cultivo se indujo con
0.1 mM IPTG a 37°C durante 3 h. Las células colectadas de una fraccion de 1.5 mL se
resuspendieron en 300 L de buffer de lavado y se sonicaron durante 20 s (Fraccién: Después

de la induccidn). Las fracciones colectadas se analizaron en geles de acrilamida.

Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Los geles (separador y concentrador) se prepararon de acuerdo al protocolo de Current

Protocols in Molecular Biology (Ausubel, 1987), a una concentracion de 10 y 4%,

respectivamente. Ambos geles se realizaron a partir de Acrilamida/Bisacrilamida en una

relacion de 37.5:1, persulfato de amonio (APS) 10%, TEMED, SDS 10%, y buffer separador

(Tris-HCI 1.5 M, ph 8.8) o buffer concentrador (Tris-HCI 0.5M, pH 6.8).

A las muestras a evaluar, se les agreg6 buffer de carga 4X y se hirvieron por 5 minutos,
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posteriormente, las muestras se cargaron en los pozos (25 ul) y el corrimiento se realiz6 a 60
volts hasta que la muestra entrara al gel separador y después se subié a 100 volts hasta que
el frente de corrimiento estuviera en la parte inferior. La electroforesis se realizé en buffer
de corrida (250mM de Trisma base, 2M Glicina, SDS al 1%). Los pellets de las muestras en
las cuales se evaluaron las distintas condiciones de induccion, se le agrego 250 ul de PBS 1X
con inhibidores de proteasas y se procedio a sonicar por pulsos, una vez traslucida la muestra,
se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 min para separar el pellet y sobrenadante,
posteriormente, se tomd un volumen para correrla en el SDS-PAGE, al cual se le colocd
buffer de carga 4X y se hirvié durante 10 min a 95 °C. Posteriormente, la induccion de la

proteina se evalud a través de la tincion con Azul de Coomassie.

Tincion de geles de poliacrilamida (Coomassie)

Los geles de poliacrilamida se tifieron en solucion de tefiido (Metanol 50%, Acido acético
10%, Azul de coommasie R250 0.05%, agua 40%) durante 15 min aproximadamente y se
destifieron en solucion de destefiido (metanol 50%, Acido acético 2%) hasta que las bandas

de proteinas fueran visibles

Western Blot

Las muestras fueron separadas en geles de SDS-PAGE al 10 %. Posteriormente, fueron
transferidas a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) con buffer Tris 25 mM pH 8.8, glicina
150 mM y metanol 20% (vol/vol). Estas membranas fueron blogueadas con solucion de
bloqueo (5% leche en polvo, Tween-20 0.1%, PSB1X) durante toda la noche a 4°C,
posteriormente, se continud con la incubacion del primer anticuerpo anti GST a una dilucién
de 1:3000 durante dos horas a temperatura ambiente, finalmente se incubd con el anticuerpo
secundario policlonal anti-lgG de conejo acoplado a peroxidasa, durante una hora a
temperatura ambiente. Entre cada incubacion se realizaron 3 lavados de 5 min con buffer de
lavado (PSB1X Tween-20 0.1%). La reaccion colorimétrica se obtuvo a través de la

incubacion de la membrana con diaminobencidina y agua oxigenada.
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RESULTADOS

RESULTADOS BIOINFORMATICOS

Modelado por homologia

Proteina LibR

Se llevo a cabo el modelado por homologia de la proteina LibR con el fin de conocerla mas
a fondo, por lo que se realiz6 el modelado del mondmero en SWISS model donde se tomaron
los moldes con mayor identidad, que en este caso fue DosR de Mycobacterium tuberculosis
para el caso de la proteina LibR, el cual fue exportado al programa CHIMERA, obteniendo
el monomero en el cual tenemos 10 alfa hélices y cuatro beta-plegadas. Debido a las dudas
que surgieron acerca de cdmo podia interaccionar esta proteina LibR que es de la familia
LuxR con las proteinas de la familia MarR que es MibR, se procedié a modelar nuevamente

la proteina, pero ahora como un homodimero.

Figura 10. Modelado por homologia de la proteina LibR (WP_035678594.1) de A. brasilense Sp7. LibR
estd constituida por 10 alfa-hélices (rosa) y 5 beta plegadas (morado) identificadas, Seq Identity 30.00%,
Ramachandran Favoured 93.87%.
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Proteina MibR

De igual forma para el caso de la proteina MibR se utiliz6 el programa SWISS model y la
base de datos PDB para crear el modelado por homologia de la proteina, partiendo de los
moldes con mayor identidad, que en este caso fue de un regulador transcripcional de la
familia MarR de Rhodopseudomonas palustris llamado CouR. Posteriormente, se model6 la
proteina en el programa CHIMERA como homodimero donde en cuanto a la estructura se
obtuvo que tiene 6 alfa hélices y 2 beta plegadas. En el modelado podemos observar el
dominio caracteristico de la familia MarR de hélice alada que se encuentra en el dominio
HTH (Figura 11).

Figura 11. Modelado por homologia de la proteina MibR (WP_035678594.1) de A. brasilense Sp7. MibR
estd constituida por seis alfa-hélices (azul) y 2 beta plegadas (verde). Encerrado en el circulo rojo el
caracteristico dominio wHTH. Seq Identity 37.68%, Ramachandran Favoured 95.59%.

Posible interaccion in silico entre las proteinas MibR y LibR

Los modelados se realizaron con el fin de comprender de una mejor forma las caracteristicas
de ambas proteinas, en el caso de MibR que es de la familia MarR, éstas se caracterizan por
no tener una identidad alta en su secuencia de aminoacidos con otros miembros de esta

familia, no obstante, su estructura secundaria es idéntica. En el caso de esta proteina la
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dimerizacion entre los dos monémeros esta mediada por interacciones entrelazadas entre las
hélices al y a6 de cada monomero. En el caso de LibR la dimerizacion entre sus dos
monomeros estd mediada por interacciones entrelazadas entre las hélices a5 y a6 de cada
monomero que corresponderian al area del linker y va de los aminoacidos 98 a 149 los cuales
abarcan la parte intermedia entre los dominios N- y C-terminal que se unen con la otra
subunidad del monémero. Tomando en cuenta la informacién recolectada en la bibliografia,
no hay evidencia de una posible interaccion o union entre sus monomeros o dimeros, ya que
los residuos de union son muy especificos para cada familia y para cada proteina y puede
variar mucho incluso entre proteinas de la misma familia, asi que se procedié a explorar una

posible interaccion a través de una plataforma especializada en interacciones de proteinas.

Busqueda bioinformética en la plataforma STRING

Con el objetivo de explorar in silico una posible formacion de heterodimeros entre ambas
proteinas (LibR y MibR) y con ello ahondar en la informacion que apoye los resultados
obtenidos previamente sobre el efecto de las mutaciones de ambos genes en la biosintesis de
AlA, se usé de la plataforma STRING, partiendo de que en ésta se encuentran disponibles

los siguientes genomas de Azospirillum sp.:

AZODacteroiges pseuaotricnonympnae
Azohydromonas australica DSM 1124
Azonexus hydrophilus

Azorhizobium caulinodans
Azorhizobium doebereinerae

Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum

brasilense
halopraeferens
humicireducens
lipoferum 4B
oryzae

sp. 51_20

sp. B510

Azospirillum sp. CAG:239
Azospirillum thiophilum
Azotobacter beijerinckii
Azotobacter chroococcum NCIMB 8003 v

Figura 12. Genomas de Azospirillum ssp. cargados en la plataforma STRING recientemente. Se
encuentran disponibles nueve genomas de Azospirillum ssp para identificar la posible interaccion de ambas
proteinas.

Anélisis de la proteina LibR en la plataforma STRING

Se analiz6 la secuencia de aminoacidos perteneciente a la proteina LibR en la plataforma
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STRING en el genoma de Azospirillum brasilense. Al ingresar los datos, la proteina con
mayor identidad registrada es FICA (Figura 13), la cual es un regulador transcripcional de la
familia LuxR, que controla la floculacion de las células y la colonizacion de la superficie de
la raiz de la planta y con la cual tiene una identidad del 63%. Las siguientes 3 proteinas son
proteinas homologas que no estan caracterizadas atn. Subsecuente a éstas, se encuentra NarL
con una identidad del 34.2% respecto a su secuencia de aminoacidos, como se mencioné
anteriormente, LibR poseé una alta homologia a nivel de estructura terciaria con NarL de E.
coli. El regulador transcripcional NarL forma parte de un sistema de doble componente que

controla la expresion de varios genes involucrados en la respiratoria anaerdbica en respuesta
al nitrato (Cavicchioli et al, 1995). NarL es considerado un factor de transcripcion global,

que activa el inicio de la transcripcion en muchos promotores diana (Ruanto et al., 2020).

protein organism annotation identity bitscore e-value
|| flcA Azospirillum brasilense Transcriptional regulator, LuxR/FixJ family; Derived by automated 63.3% 253.4  9.4e-69
computational analysis using gene prediction method: Protein
Homolog
AIB10938.1 Azospirillum brasilense Transcriptional activator, LuxR/FixJ family; Derived by automated 50.7% 203.8 8.5e-54
computational analysis using gene prediction method: Protein
Homology.
AlB11746.1 Azospirillum brasilense Transcriptional Regulator, LuxR/FixJ family; Derived by automated 38.7% 141.7 4e-35
computational analysis using gene prediction method: Protein
Homology.
AlB11841.1 Azospirillum brasilense Putative transcriptional reqgulator, LuxR/FixJ family; Derived by  37.5% 121.7 4.3e29

automated computational analysis using gene prediction method:

Protein Homology.

narlL1 Azospirillum brasilense Two-component transcriptional regulator (With NarX) of nitrate 34.2% 99.4 2.3e-22
reductase; Derived by automated computational analysis using gene

prediction method: Protein Homology.

narlL2 Azospirillum brasilense Two-component transcriptional regulator (With NarX) of nitrate 30.1% 86.7 1.5e-18
reductase; Derived by automated computational analysis using gene
prediction method: Protein Homology.

AlB11842.1 Azospirillum brasilense Putative transcriptional requlator, LuxR/FixJ family; Derived by 26.6% 66.2 2.1e12
automated computational analysis using gene prediction method:
Protein Homology.

detR Azospirillum brasilense C4-dicarboxylate transport transcriptional requlator, LuxR/FixJ family; 26.4% 52.0 41208
Derived by automated computational analysis using gene prediction
method: Protein Homology.

Figura 13. Analisis de las proteinas con alta identidad con LibR. Tabla de resultados de porcentajes de
identidad contra las proteinas registradas en la plataforma STRING

Dado que la proteina FICA mantiene la mayor identidad con nuestra proteina de interés
(LibR), se tomo como referente para explorar posibles interacciones proteicas. Los resultados
obtenidos nos arrojan cuatro principales interacciones, todas con cinasas histidina y proteinas

pertenecientes a sistemas de doble componente. Segun el codigo de interpretacion, hay lineas
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de co-ocurrencia de genes y proteinas homologas en todas las conexiones (Figura 14).

AlB10928.1
AIB10500.1
Information
AIB10927 1 Two-component sensor histidine kinase; Derived
/\/” automated computational analysis using gene N mone co-occUrTENCE

prediction method: Protein Homology
Identifier: ABAZ39_02615, AIB10928.1

Al AUSE Organism: Azospirillum brasilense
SReeq e (=) protein homology
Actions
+ re-center network on this node
AIB13031.1 + add this node to input nodes

+ show protein sequence
» homologs among STRING organisms

Enable node coloring mode

Figura 14. Andlisis de la interaccion de la proteina FIcA de A. brasilense. Mapa de las interacciones de la
proteina con mayor porcentaje de identidad a LibR (rojo) con otras proteinas, sus interacciones directas se dan
con cinasas histidinas y proteinas pertenecientes a sistemas de doble componente. Simulacién en la plataforma
STRING.

Analisis de la proteina MibR en la plataforma STRING

Al ingresar la informacion de la proteina MibR a la plataforma STRING lo que obtenemos

es una proteina con el 99.4 % de identidad

protein organism annotation identity bitscore e-value

W| AlIB13047.1 Azospirillum brasilense Putative transcriptional regulator, MarR family; Derived by automated 99.4% 318.2 2.4e-88
onal analysis using gene prediction method: Protein

riptional regulator, MarR family; Derived by automated 33.7% 68.2 4.3e-13

AlB11892.1 Azospirillum brasilense
onal analysis using gene prediction method: Protein

Figura 15. Analisis de las proteinas con alta identidad respecto a MibR. Tabla de resultados de porcentajes
de identidad contra las proteinas registradas en la plataforma STRING.

Al seleccionar, esta proteina se observa una extensa red de posibles interacciones y la
mayoria de las proteinas que tienen interaccion con MibR en su mayoria son de funcion
enzimatica. Se realiz6 una basqueda de cada una de las interacciones establecidas con la
proteina de interés, pero ninguna participa en la biosintesis del AIA ni la via del triptéfano,
sin embargo, lo que resalta de este analisis es la linea de interaccion que se marca con una
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proteina putativa de la familia TetR que es parte de la familia de LuxR y aunque esta
interaccion no estd del todo clara, se muestra una linea de interaccidbn que marca “una
interaccion prevista” (Co-ocurrencia) es decir, que existen genes dentro de estas interacciones
cuyos patrones en los genomas muestran similitudes y/o se encuentran en el mismo contexto

genético en distintas especies.

AlB12551.1

Y

Information

Putative transcriptional regulator, TetR family;

AIB13047 1 AlB12551.1

gene prediction method: Protein Homology.
Identifier: ABAZ39_11210, AIB12551.1
Organism: Azospirillum brasilense
—RefSeq Prot &

1 .
Actions
+ re-center network on this node
i+ add this node to input nodes
+ show protein sequence
+ homologs among STRING erganisms

Figura 16. Analisis de la interaccién de la proteina homologa a MibR de A. brasilense. A) Mapa de las
interacciones de la proteina homologa a MibR (rojo) con otras proteinas, b) Informacion obtenida de la relacion
entre la proteina MibR y la proteina putativa de tetR. Simulacién en la plataforma STRING.

Estos datos sugieren que a la fecha no existe informacion acerca que de proteinas de la familia
MarR y LuxR interactien de manera directa ya que los residuos de unién son muy especificos
para cada familia y para cada proteina y pueden variar mucho incluso entre proteinas de la

misma familia.

Identificacion de los posibles sitios de union entre las proteinas LibR y MibR al

ADN a través de analisis in silico

Analisis de la secuencia de la proteina LibR
Se realizd un alineamiento de la secuencia de LibR con las proteinas homologas con los

siguientes porcentajes de identidad: DosR (29%) de Mycobacterium tuberculosis, VraR
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(29%) de Enterococcus faecium y FIcA (63%) de Azospirillum brasilense. Se identifico el
dominio REC en el cual estén los sitios de fosforilacion D8, D9 y D54 (Figura 17) presentes
en todos los homologos, por otro lado, se identificd también el dominio HTH la cual tiene
una lisina de union al ADN conservada. De igual forma, se localizo el area del linker, la cual
es llamada asi debido a que es la parte del monémero donde interacciona con otro monémero
para formar homodimeros, y que generalmente tienen una baja conservacion debido a que
cada proteina se une de diferente formay en diferentes residuos a su monémero (Figurall).
Es importante hacer mencién de que estos residuos de la proteina estan presentes en las
secuencias tanto de DosR, VraR y FICA que son proteinas homologas a LibR, y que por lo

tanto sugieren que cumplen una funcién importante.

~uvEgur L v e v vERERv o LG appE LDV VG s vaRa o A) B)
MT I FvINAE v [Es s vlsrospTEvveascxfla f4o
LLFE@Ar R LMoL HGDA T FVRENEGTFDEY 38

AMILBMRLPDGNEIELCRDMLSRMEDLRC [78 '
LMDDMDEIVEATTQMKKDLIEQOIKV |79
MBRBRHMPNWPEFDGLREMOSLQISGVPV |78
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B8 LIS D L}
Vi

VTR RMPGWPEIFSGIQDMRGKQIIDSKV |78
L]

LOQCRVAGGEM

SSSVKIMLSESADLTI |L18
DIKGMELAREWYKDV |118
TTSAKDIADEMYRKT 119
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Figura 17. Alineamiento de secuencia de la proteina LibR contra proteinas homologas. A) La seccion
encerrada en rosa representa el dominio REC con los sitios de fosforilacion D8, D9 y D54 remarcados en
amarillo, la seccion remarcada en azul es el &rea llamada “linker” y en rojo el dominio HTH con la lisina de
union principal al ADN remarcada en verde. LibR Azospirillum brasilense, DosR de Mycobacterium
tuberculosis, VraR de Enterococcus faecium, FIcA de Azospirillum brasilense (Alineamiento realizado en
MULTIPLE ALING SHOW). B) Modelado de la proteina LibR con sus dominios importantes.
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Analisis de la secuencia de la proteina MibR

Para el caso de la proteina MibR se realiz6 un alineamiento de la secuencia contra un
regulador transcripcional de la familia MarR de Rhodopseudomonas palustris llamado CouR,
esto debido a que en el modelado por homologia de MibR solo arrojo moldes con esta especie
para proteinas homologas ya que los miembros de la familia MarR (Figural8), se caracterizan
por no tener una identidad alta en su secuencia entre si, pero si es su estructura secundaria,
en el caso de la proteina de interés MibR la busqueda de un templado fue exitosa ya que es
muy similar en cuanto a identidad y estructura. Segun la bibliografia acerca de CouR las
interacciones especificas de base ocurren en la hélice 04 entre la asparagina 107 y la prolina

106 marcadas en verde (Figura 18).
MibR ============---—-—- Mol ¥R =E ol --roRES 19
CouR SGSMTSSNRITSPAMTASKWAANAISSNRIGEIQAPAVETAP 40
UERS IS GrevPN G| LEE LV G YW L RKA oWplv Flol Flsh kv s pjziaddi T P}l GHE
Linker cour =EEIELKM[EEM s RNl 8 bNeld N3 = DY L HCNg4av o Ll | 20
HTH VERS I 0 + G v 1 it rjea 3 o il OBl . BB G 1 il REJT v A [ D 99
CENRA 0 FS v L LMLk E GRS OWE T AT G 1 MR EN|Fv AL D 120
MinR | YRV iRz EE R 2=l p et L1 e roaffl-[| 132
cour | XepAC |4 T REJE S Rl T T D K[gR A TARAKK LA TRIER| 160
MibR KAMVKDJEARE o2 oD Filz REERIR G -
cour DRLTELYEHBNR DA A TENE F F

Prolina y Hélice de unidn al
ADN

Lol yd
(ST
REIS

Figura 18. Alineamiento de secuencia de la proteina MibR contra CouR proteina homologas. A) La
seccion encerrada en rojo representa el dominio HTH, en verde la prolina 106 y la asparagina 107, al igual que
la hélice de unidn al ADN, la seccion remarcada en azul es el area llamada “linker”. (Alineamiento realizado
en MULTIPLE ALING SHOW). B) Modelado de la proteina MibR con sus dominios importantes.

Sitios que mutar en la regién promotora del gen ipdC

Propuesta de mutaciones para LibR

Con el fin de identificar los posibles sitios de union de las proteinas MibR y LibR al ADN,
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se propone crear mutaciones puntuales, especificamente sustituciones en puntos clave de la
secuencia palindrémica encontrada en la region promotora del gen ipdC. Para ello nos
basamos en el experimento de Yagi et al., 2001 en Azospirillum lipoferum la cual es 100%
idéntica a la de A. brasilense Sp7 (Figura 19A). Al realizar mutaciones en ciertos nucleotidos
de la secuencia palindromica, se observaron cambios negativos en la union de dos proteinas
identificadas en esta region promotora (Figura 19 B), sin embargo, en dicho articulo no se

caracterizan a las proteinas de estudios y solo se les refiere como proteinas Ay B.

inverted repeat sequence

—
EATEEGATETTTC%T%MCMLTCTTGCGCG
0T 0D 00 0Ce ®e @950

el |ATTGTTTCGAATGAAACAATICTT

ATTGTTTCGAATGAAACAATIIC

inverted repeat sequence

100% identidad CGCATATGGATIGITICGRATGRARCARZZCTICCES
0Ches 06 g 0g @9 ® 90O

Figura 19. Analisis de la secuencia palindrome presente en la regién promotora del gen ipdC de A.
lipoferum y A. brasilense. A) alineamiento de la secuencia palindrome. B) Bases que al ser mutadas afectaron
la unién de las proteinas A y B al ADN (circulos negros) (Yagi et al., 2001).

Al conocer esta informacion, nuestro interés se centr6 en los sitios que fueron mutados y que
produjeron una disociacién de las proteinas a dicha regién en el trabajo de Yagi y
colaboradores, de tal manera que partamos de una informacion experimental probada
previamente en la misma region palindrome. Aunado a ello, la informacion recopilada en el
trabajo de (Bi et al., 2018) se sabe que cada subunidad del domino HTH se une a la secuencia
palindromica del ADN vy principalmente la Lisina 182, ya que en los experimentos al mutar
esta lisina en la proteina homologa DosR, perdia la total afinidad por el ADN debido a la
carga positiva gue tiene este aminoacido que se ve atraida a la carga negativa del ADN. Esta
interaccion se da mediante puentes de hidrogeno con dos purinas de la secuencia diadica.
Ademas, la lisina 182 esta conservada en varios homologos de LibR, al igual que las mismas

purinas (adenina y guanina) conservadas en la secuencia palindrémica, al existir esta misma
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conservacion que en el homologo DosR, lo que se propone es tomar estos sitios como puntos
clave para las mutaciones. Posteriormente, se procedio a hacer un analisis de la secuencia de
la proteina y su unién a la secuencia palindromica del ADN (Figura 20). Al encontrarse
conservadas se propone realizar una mutacion por sustitucion en estas bases, realizando una
transversion (purina por pirimidina) para evitar posible compatibilidad de la lisina por otra
purina y también tomando en cuenta el experimento previo de (Yagi et al., 2001) donde ya
fueron realizadas mutaciones para el mismo experimento pero en otro modelo de estudio

(Azospirillum lipoferum).

A) ATTGTTTC/GAAT GAAACAAT
TAACAAAG CTTA CTTTGTTA

B)

LibR QRQRENSADRIARE[EK SINMKONWNHE L G S E GHJ
Dosr DQERTIMAGILIASEET TINIKOIWADEMEIRA E Kk
VraR EREMEBNAT. TERAK[EY SWOERWNS A S HERT T KjK

FlcA QRQRENAAD CIARA[EK SWIKQONENY E L G S E GEX

IM[HMTAPRFKS 195
IMNYVSREMALAK 191
IATHVSNPRLSK 189
IMLHVTAMFKS 197

Figura 20. Andlisis de secuencias de Interaccion entre el ADN y los reguladores transcripcionales. A)
Secuencia palindrémica de la region promotora del gen ipdC, donde se encuentran conservadas la guanina y
adenina (rojo) donde se une la lisina 182 de DosR. B) Alineamiento de la secuencia aminoacidica de homélogos
de LibR donde esta conservada la lisina de union al ADN (verde).

Propuesta de mutaciones para MibR

La secuencia palindromica que ocuparia MibR para su unién al ADN es la misma que ocupa
LibR (Figura 20), de igual forma se busca identificar los posibles sitios de union de MibR al
ADN vy se propone crear sustituciones en puntos clave de la secuencia palindromica
encontrada en la region promotora del gen ipdC, en el experimento anterior fueron
encontradas las purinas que se propone interacttan con el residuo de lisina presente en LibR,
pero en el experimento mencionado (Figura 21A) una de las dos proteinas de unién no se
unia por completo al ADN, casualmente estas bases se encuentran conservadas en la

secuencia de union del homologo de MibR, CouR (Figura 21B).
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inverted repeat sequence

A)
—
COCATATGGATIGTTTCGAATGA AACAATFCTTGCGCG
0TO0T 0 COe®e @90
B)

o PATIGTIATACTCTATRRCTARA >
3’ -ATAACAATATGAGATATTGATAT -5’ |

2> 23 31 39 19 I8 17 16 4% 14 13 i3 11 16 9 & 7 6 5 & 3 @ )

Figura 21. Analisis de secuencia invertida repetida en Azospirillum sp. y Rhodopseudomonas palustris. A)
Secuencia palindréomica de la regién promotora del gen ipdC en Azospirillum lipoferum, donde se encuentran
conservadas las bases AAC W A (rojo). B) Secuencia palindromica a la que se une la proteina CouR homélogo
de MibR, donde se encuentran conservadas las bases AAC W A.

Cada mondmero de MibR se una a cada mitad de la secuencia repetida invertida a través de
interacciones con el motivo HTH, en el articulo de (Cogan et al., 2018) indican que la Gnica
interaccion especifica de base ocurre en la hélice 04 entre la asparagina 107 y la Adenina 15
y los contactos de Van der Waals con las bases de ADN de la secuencia de reconocimiento
se dan por la Prolina-106 en el segmento que abarca las timinas 6 y 7 de una hebra (Figura
22).

N 107 con la
Adenina 15

P 106 con las
Timinas6y 7

ATTGTTTC GAAT GAAACAAT
TAACAAAIG CTTA C GTTA

Figura 22. Modelado por homologia de MibR. Representacion de residuos de union al ADN basandonos en
la informacion de (Cogan et al., 2018) donde en el homologo CouR la prolina 106 (rojo) se une a las timinas 6
y 7 (verde) y la asparagina 107 se une a la adenina 15.
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RESULTADOS EXPERIMENTALES

Evaluacion de distintas estrategias para la purificacion de LibR.

Induccion de la proteina en E. coli BL21

Se trabajé en la induccion de la proteina LibR con el fin de realizar su purificacion y posterior
a esto la realizacion de un ensayo EMSA, para comprobar una posible interaccion entre las
proteinas de interés y el ADN. Lo que sucedid con la proteina LibR es que, al realizar la
induccion, y separar sobrenadante y pellet, se observd gque se mantiene en cuerpos de
inclusion en el pellet, dificultando su purificacidn, por lo que en este trabajo se probaron
diferentes métodos y técnicas para poder sustraerla de los cuerpos de inclusion. Se parti6 de
la cepa E. coli BL21 transformadas con el plasmido de expresion pGEXGST-libR, que
contiene la secuencia codificante de la proteina LibR fusionada al gen gst (glutation-s-
transferasa). Las primeras inducciones realizadas en BL21 fueron con las condiciones: 30°C,
0.5a0.6 de D.O, 0.1 mM de IPTG, 3 horas de induccion. Estas condiciones resultaban en la
expresion de la proteina, pero formando cuerpos de inclusion (Figura 23), haciendo dificil la
posterior purificacién, como control se observa la proteina GST soluble.

En estos intentos para obtenerla en el sobrenadante se disefiaron diferentes estrategias en las
cuales se evaluaron diferentes condiciones en la induccién, como distintos tiempos de
induccién, diferentes concentraciones de inductor y temperaturas de incubacion. De estas
condiciones probadas en E. coli BL21 realizando 4 repeticiones de extracto total, pellets y
sobrenadantes, las condiciones que dieron mejores resultados de induccion de proteina libre
en sobrenadante fueron: 16°C, 3 horas de induccién, 0.05 mM IPTG, 0.4 D.O. Lo que resultd
en que pasara cierta cantidad de la proteina al sobrenadante en esas condiciones, pero aun no
es la que se esperaba para la posterior purificacién, asi que se buscé otra estrategia para

lograrlo (Figura 24).
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LibR y pGEX

CARRIL 1 2 3 4 5 6
. . LibR LibR
LibR LibR pGex
Sobrenada Sobrena Marcad n
MUESTRA Pellet No Pellet Inducid
. . . nte/No dante/In or
inducido Inducido . . . o
inducido ducido

Figura 23. Andlisis de induccion de la proteina LibR en E. coli BL21. La imagen muestra un gel de
acrilamida al 10% que contiene las proteinas separadas a partir del paquete celular o sobrenadante de cultivos
de E. coli inducidos con IPTG durante 3 horas. Se aprecian bandas de induccion en el paquete celular (P) pero

no en el sobrenadante (SN).

Extractos totales Sobrenadantes Pellet
R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R

x -

Ty

Figura 24. Gel resultante del SDS-PAGE de LibR en BL21. Extracto total, sobrenadante (SN) y pellet,
induccion a 16°C, se aprecian bandas de induccion en el sobrenadante. Repeticiones (R)
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Estrategia alternativa para la purificacion de LibR.

Como medida alternativa, se decidié usar la cepa E. coli Rosetta pLysS para los posteriores
experimentos, la cual fue donada por el departamento de biologia celular del CINVESTAYV.
A partir de una alicuota en medio LB con la cepa, se realiz6 precultivo, se dejé crecer durante
toda la noche y se procedio a hacer una conservacion en glicerol. Para corroborar que fuera
la cepa sin contaminacion se realizé siembra en LB + Cm donde se corrobord su crecimiento
en cloranfenicol ya que E.coli Rosetta pLysS es resistente a este antibidtico, posterior a esto
se realizaron células competentes. La cepa de E. coli Rosseta y BL21, son utilizadas
comunmente para la induccién de proteinas, sin embargo, las cepas huésped de Rosetta son
derivados de BL21 disefiados para mejorar la expresion de proteinas que contienen codones
que rara vez se usan en E. coli. Diferentes trabajos mencionan (Fathi-Roudsari et al., 2016)
que E. coli BL21 muestra el mayor nivel de expresion en cuerpos de inclusion a comparacion

de E. coli Rosetta.

Extraccion del plasmido pGEXGST-IibR de la cepa BL21

De acuerdo con el método Minipreps of plasmid DNA, las células de 3 mL de un precultivo
de la cepa E. coli BL21 incubadas durante toda la noche, se recuperaron por centrifugacion
y se procedi6 a realizar la lisis alcalina como se describié anteriormente en métodos. Se
realizaron dos dos tubos de lisis, y se obtuvo mayor cantidad de ADN plasmidico en la

muestra numero 2 (ADN plasmidico 2).

ADN ADN
Plasmidico  Plasmidico
1 2
—

-

Figura 25. Resultado de la electroforesis de la lisis alcalina de E. coli BL21. Carril 1y 2 extraccion del ADN
plasmidico (p\GEXGST-libR) de cepas E.coli BL21, se observan bandas de presencia de ADN. Gel de agarosa
al 1%.
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Transformacion pGEXGST-IlibR en E. coli Rosetta pLysS

Del proceso de transformacion con células competente de E.coli Rosetta pLysS y el ADN

plasmidico (pGEXGST-IibR) obtenido de la extraccion, resultaron dos cajas con colonias,

sin embargo se observé una mayor cantidad de ufc en las transformantes con la muestras que

contenia mayor cantidad de ADN en la electroforesis.

Induccidn de la proteina LibR en E.coli Rosetta pLysS

Se realizd una nueva induccion donde se probaron distintas condiciones como: temperatura,

tiempo de induccion, D.O y concentracion de IPTG. De esas condiciones se evaluaron en las

que hubo mejores resultados basandonos en las inducciones evaluadas que se obtuvieron con

E.coli BL21. Con las condiciones en las cuales se obtuvieron mejores resultados son

mostrados en la Tabla 2.

Tabla 3. Condiciones evaluadas de induccion de la proteina LibR en E. coli

Rosetta pLysS

Condicion evaluada Variantes Resultado
Inductor (IPTG) 0.025, 0.05,0.1 mM 0.05
Tiempo 0.5h, 1h, 2h, 3h 3 horas
Temperatura 16°C, 30°C, 36°C 30°C
D.O 0.5,04,0.3 0.3
Buffer de lisado PBS 1X, Laemli, Triton PBS 1X
Sonicacién Continua, por pulsos Por pulsos

En la figura siguiente se muestra un SDS-PAGE representativo con las condiciones evaluadas

para la obtencion de la proteina LibR en el sobrenadante o pellet.
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LibR 16°C

b3

LibR 30 °C

ET/NI
ET/0.025
ET/0.05
M
P/0.025
P/0.05
P/NI
SN 0.025
SN0.05
SN/NI
SN 0.025
SN0.05
SN/NI
P/NI
P/0.025
P/0.05
SN/0.05
SN/ 0.025
SN/NI

Figura 26. Resultado del SDS-PAGE, gel de acrilamida al 10%. Condiciones de induccién: 0.3 de D.O en
la cual se utilizaron diferentes concentraciones de IPTG (0.05 mM y 0.025 mM) durante 3 horas a 16° y 30 °C.
Extracto total (ET), no inducido (NI), marcador (M), sobrenadante (SN).

Posterior a la evaluacion de condiciones, se realizo la induccion con las variantes que dieron
mejor resultado: induccion con .05mM de IPTG, 30°C por 3 horas con 150rpm corriendo los
extractos totales, pellets y sobrenadantes. Estos resultados se confirmaron mediante la técnica
de western blot, donde es notoria una mayor induccion en la proteina expresada en E. coli

Rosetta pLysS.

L cont | 2 ] 2 | s [ & | s | o |

Proteina MibR LibR BL21 LibR PGEX Marcador
Rosetta

Figura 27. Resultado del western blot. Se utilizé el anticuerpo anti-GST. En el primer carril se muestra a
la proteina MibR, en al carril 2 a la proteina LibR de BL-21, en el carril 3, LibR en Rosetta, carril 4 GST y en
el carril 6 el marcador de peso molecular.
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La transformacion de la cepa Rosetta con el plasmido GST-LibR, permitio la obtencion de
una mayor cantidad de proteina en el sobrenadante, la cual bajo estas condiciones se puede

utilizar para su futura purificacion.

46



DISCUSION DE RESULTADOS

Actualmente existen diversos estudios que indican en evidencia que las rizobacterias han
mejorado el crecimiento, la produccién y la salud de las plantas ya sea por mecanismos
directos o indirectos, en muchas de las investigaciones actuales existe un interés creciente en
los microorganismos benéficos del suelo ya que éstos pueden promover el crecimiento de las
plantas mediante interacciones simbidticas que han sido evaluadas a lo largo de los afios para
entender como las bacterias promotoras del crecimiento en plantas (PGPB) incrementan el
crecimiento y productividad vegetal. Dentro de estas PGPB estudiadas, se encuentran las
pertenecientes al género Azospirillum, la cual es una bacteria diazotrofa y de la cual su
principal modo de accion para la promocidn de crecimiento es la fitoestimulacion mediante
la produccidn de varias fitohormonas que alteran la morfologia y el metabolismo de la planta,
principalmente el acido indolacético (AlA), aunque este mecanismo es aun practicamente
desconocido respecto a la expresion y regulacion transcripcional, es de recalcar la
importancia del gen ipdC el cual codifica la enzima llamada indol piruvato descarboxilasa,
esta enzima interviene hasta en un 90% en la biosintesis total de AIA en la bacteria y hay que
destacar que existe una baja cantidad de estudios del gen ipdC asi como de las vias de
biosintesis de AlIA y los genes implicados en cada una de ellas. En el trabajo de (Coulson &
Patten, 2015) hablan del factor de transcripcion TyrR y como controla la expresion de genes
implicados en la captacion y el metabolismo de los aminoacidos aromaticos y demuestran
que en la rizobacteria Enterobacter cloacae UWS5, la expresion del gen ipdC esta controlada
por TyrR y debido a este hallazgo es que Jijon Moreno en 2017 quiso corroborar si TyrR
regula la transcripcion del gen ipdC, asi que mutd TyrR a pesar de la existencia de un sitio
de unién putativo para el factor sigma RpoN en el promotor de ipdC no se vio afectada la
biosintesis de AIA, por lo tanto surge la duda de: ¢ Qué esta regulando al gen ipdC?.

En el promotor de ipdC de A. baldaniorum Sp245 estan presentes diferentes elementos en
cis que pudieran ser importantes para la expresion del gen como lo son: un elemento de
respuesta a auxinas, un probable sitio de union para el factor 6 54, un probable sitio de union
a ribosoma, un sitio de inicio de la transcripcion, una repeticion invertida
(ATTGTTTC(GAAT)GAAACAAT) y dos secuencias palindromes (Vande Broek et al.,
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2005) (Yagi et al., 2001). Estos elementos estan presentes en la region promotora del mismo
gen en A. brasilense sp7. Jijon Moreno propone que la regulacion de la biosintesis de AIA
podria estar mediada por reguladores transcripcionales que utilizan esta auxina como ligando
para modular la transcripcion de ipdC, esta hipotesis es apoyada por el hecho de que en el
promotor de ipdC existe esta repeticion invertida mencionada, que es importante para la
induccion de la expresion de ipdC por el AlA (Vande Broek et al., 2005) y se propone seria
el sitio de unién para algun factor de transcripcion que utiliza el AIA como ligando para
modular la expresion de ipdC. En el trabajo de (Yagi etal., 2001) un EMSA mostro la
presencia de dos proteinas de union al ADN, que como mencionan podrian estar participando
en la regulacion y expresion del gen ipdC al igual que en el trabajo de (Jijon Moreno, 2017).
Inicialmente de acuerdo a los antecedentes, fueron identificadas identificadas dos proteinas
que se unen a la region intergénica del gen ipdC, y las denominaron MibR y LibR y debido
a su posible participacion en la biosintesis del &cido ind6l acético (AlA) y a los dominios
que presentaba fueron clasificadas como miembros de la familia de reguladores
transcripcionales MarR y LuxR (Jijon Moreno, 2017). Esta descrito que los miembros de
estas familias actian como homodimeros pero se desconoce si las proteinas MibR y LibR
podrian interactuar entre ellas para asi poder potenciar su efecto como posibles reguladores
transcripcionales.

En este trabajo se analizo la posible interaccion de dichas proteinas, como parte del estudio
de la regulacion del gen ipdC que permitira aportar informacion sobre la regulacion a nivel
transcripcional de la biosintesis del AIA y a futuro sugerir los mecanismos de accién de las
proteinas MibR y LibR. Actualmente, se ha logrado predecir las estructuras 3D asi como
interacciones entre proteinas gracias a la bioinformatica. De acuerdo con el presente trabajo,
el modelado por homologia de la proteina MibR arroj6 que la estructura terciaria esta
constituida por 6 alfa hélices y 2 beta plegadas segun lo predicho por la plataforma SWISS
MODEL vy el software CHIMERA. Asi mismo, la prediccion de (Jijon Moreno, 2017) a través
de la plataforma PHYREZ2 dieron los mismos resultados que el trabajo de tesis de (Yafiez
Meza, 2022) donde la estructura fue predicha a través de la plataforma I-TASSER, lo que
permite comprobar la misma estructura en distintas plataformas.

El modelo por homologia de este trabajo se obtuvo en SWISS MODEL, debido a que nos
brinda la prediccion estructural de proteinas a partir de la eleccion de un molde, debido a la
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falta de cristales de la proteina de interés en el PDB. La busqueda se inicia con la secuencia
primaria de una proteina con estructura desconocida, la plataforma identifica una o varias
proteinas homologas con estructura conocida en el PDB, basandose en el mayor porcentaje
de identidad con la proteina de interés, despues se ajustan los aminoacidos de las proteinas
homologas para que coincidan con la estructura de la proteina de interés (Arreola-
Barroso et al., 2022). Posterior a esto, se compara y evalUa la estructura de las homologas
con la proteina de interés, utilizando parametros estadisticos que califican la calidad de dicho
modelado. Finalmente, los modelos pueden ser analizados en programas para visualizacion,
como CHIMERA, para entender mejor el modelado.

En el caso de la proteina MibR, la familia de reguladores transcripcionales MarR mantienen
una baja homologia incluso a nivel de especie respecto a su secuencia de aminoacidos
(Wilkinson & Grove, 2006), pero al crear el modelado por homologia en SWISS MODEL se
obtuvieron mejores coincidencias entre las proteinas méas parecidas a nivel de estructura
terciaria con MibR como se indica en los resultados, de tal manera que se realiza un modelado
basado en la busqueda de proteinas con el mismo plegamiento (Yafiez Meza, 2022).

El modelo generado con SWISS-MODEL permitié obtener un modelo de MibR maés cercano
a la manera en que acttan naturalmente los miembros de la familia MarR, es decir en forma
de homodimero, ya que los estudios estructurales de los homdlogos de MarR revelan dos
conjuntos de o hélices: N- y C-terminales que facilitan la dimerizacién y dos motivos de
hélice-giro-hélice alados (wHTH) que se unen al duplex de ADN palindromico y que estan
conservadas en MibR, cada monémero se une a un medio sitio de la secuencia repetida
invertida del ADN palindromico (Cogan et al., 2018).

En cuanto a la proteina LibR se tomdé como referencia a DosR de Mycobacterium
tuberculosis, que es un regulador de respuesta de sistemas de doble componente y con la cual
las bases de PDB arroja una alta conservacion a nivel de estructura terciaria. Es importante
destacar que los genes que participan en quorum sensing, pueden encontrarse en una
determinada disposicion local (topoldgicamente hablando), siendo ort6logos aparentes entre
si, es decir; que se especializaron en una cierta funcion, mientras que éstos mismos son
paralogos entre si cuando se encuentran en diferentes disposiciones topoldgicas
(Hudaiberdiev et al., 2015), es por eso que DosR es muy similar a LibR. Los reguladores

transcripcionales de la familia LuxR estan implicados en un sistema de sefializacion conocido
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como “quorum sensing” aunque LibR se agrupa dentro de esta familia, no posee un dominio
de unidn al autoinductor, pero se identifico un dominio REC caracteristico de los reguladores
de sistemas de doble componente (Chen & Xie, 2011). Este sistema involucra a la cinasa
histidina 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
aspéartico (D) del dominio REC del regulador transcripcional, promoviendo un cambio
conformacional favoreciendo la formacion de homodimeros para unirse a secuencias
especificas del DNA (Birck etal., 1999). DosR posee un residuo catalitico de Asp54,
involucrado en la reaccidn de fosforilacion y curiosamente en LibR existe la presencia de un
residuo D en la posicién 54 conservado en el dominio REC, lo cual sugiere que la
fosforilacion es un requisito para modular su actividad reguladora para al ADN. El
alineamiento de secuencias, también identifico el dominio REC los sitios de fosforilacion
D8, D9 y D54, la fosforilacion del Asp54 catalitico presumiblemente conduce a un cambio
conformacional que mejora la afinidad de unién de DosR a su secuencia de ADN afiny activa
la transcripcion de genes regulados (Wisedchaisri et al., 2008). En cuanto al dominio HTH
el cual abarca del aminoécido 151 al 208 tiene una lisina de unién al DNA conservada y
presente en diferentes homologos de LibR (Bi et al., 2018), en el trabajo de (Bi et al., 2018)
nos hacen mencion de que DosR hace numerosos contactos de proteina-base de ADN
utilizando solo tres residuos de aminoacidos por subunidad, pero haciendo hincapié
directamente en la lisina 182 ya que se realiza un experimento donde este residuo mutado
(Lys182) afecto significativamente la unién de la proteina al ADN, y este residuo se
encuentra conservado en todos los homdélogos de la proteina LibR. Finalmente, en LibR se
localizd un &rea “linker” (Figura 14) que abarca los aminoacidos 98 a 149, que seria la parte
intermedia entre los dominios N- y C-terminal. Esta area del linker contiene las alfa hélices
5y 6 las cuales son responsables de la dimerizacion ya que se unen con la otra subunidad del
monomero (Wisedchaisri etal., 2008). Los elementos candnicos presentan una fuerte
conservacion de elementos estructurales secundarios con otros reguladores transcripcionales
como DosR, VraR y FIcA que son proteinas homologas a LibR, y que por lo tanto se sugiere
cumplen una funcion importante.

Otro enfoque que se tomé fue el uso de la plataforma STRING, la cual combina las

interacciones proteina-proteina de multiples fuentes bibliograficas y experimentales, por lo
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cual constituye una gran red disponible para sugerir posibles interacciones. Al ingresar la
secuencia aminoacidica de MibR a la plataforma, se obtuvo una proteina con el 99.4% de
identidad (Figura 13) que a pesar de contar con una extensa red de interacciones ninguna
estaba implicada en la biosintesis del AIA, que pudiera aportar informacion acerca de su
participacion en la regulacién del gen ipdC y a su vez la biosintesis de AlA, pero algo
relevante de este analisis fue que se mostro una linea de interaccion con una proteina de la
familia TetR la cual es miembro de la superfamilia LuxR (Pompeani et al., 2008) y aunque
esta interaccion prevista aun no esta del todo clara, el color de la linea indica coocurrencia es
decir, que en ciertos microorganismos estas familias de genes o algunos homdlogos son
utilizados en conjunto, pero no nos da como tal una unién de las proteinas.

En cuanto a la informacion obtenida de la secuencia aminoacidica de LibR, no se obtuvo el
mismo éxito en la busqueda al ingresar la proteina a la plataforma, ya que la méas parecida
registrada para Azospirillum brasilense es FICA con una identidad del 63%, este es un
regulador transcripcional de la familia LuxR que controla la floculacion de las células y la
colonizacién de la superficie de la raiz de la plantas (Hou et al., 2014) y en cuanto a sus
interacciones podemos observar que la mayoria se dan con cinasas histidinas, las cuales son
parte de los sistemas de doble componente, como se menciond en un inicio. Estos datos
indican que esta proteina aln no esta del todo identificada en esta plataforma de complejos
de proteinas, en la cual se consideran diferentes metodologias experimentales para encontrar
interacciones. Cabe mencionar que la posible interaccion intervendria en el modelo propuesto
por (Jijon Moreno, 2017) debido a que en este modelo MibR se une al promotor en ausencia
de AIA activando la expresion de ipdC pero al comenzar la sintesis de AIA alcanzando un
nivel basal que le permite unirse a MibR provoca un cambio conformacional que causa que
éste se disocie del ADN y esto querria decir que actla como un “represor” y en la fase
estacionaria de crecimiento, la alta concentracion de AIA mantiene a MibR en su estado
inactivo permitiendo la union de LibR fosforilado al promotor el cual posiblemente interactla
con la RNA polimerasa y con el factor ¢ 54 para activar la expresion de ipdC a una mayor
tasa de expresion, lo que sugiere que LibR actuaria como un activador, siendo asi que LibR
y MibR al actuar como factores de transcripcion contrarios, seria poco probable su posible

interaccion.
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De acuerdo a las referencias que se obtuvieron se propone crear estas sustituciones en puntos
clave, basandose en los experimentos realizados (Yagi etal., 2001), donde mutaron
nucleotidos de la secuencia palindroma, ellos observaron cambios negativos en la unién de
una proteina a esta regidn, aunque son practicamente los nucleotidos de toda la region
diédica, los sitios comprobados en estos experimentos fueron llevados a cabo en el modelo
de estudio: Azospirillum lipoferum el cual tiene una identidad del 100% con la secuencia
diadica encontrada en la regién promotora del gen ipdC de Azospirillum brasilense
informacidn ya tendriamos en ya que la identidad de la secuencia comparado con la de es del
100 %.

Gracias a la informacion recopilada se sabe que cada subunidad del domino HTH
principalmente la Lisina 182 se une a la secuencia palindromica del ADN como se menciond
anteriormente, ya que al mutar esta lisina, la proteina homologa a LibR perdia la total afinidad
por el ADN debido a la carga positiva que tiene este aminoacido que se ve atraida a la carga
negativa del ADN, este residuo de Lys de la proteina homologa de LibR (DosR) se une
mediante enlaces de hidrogeno con dos de las purinas de la secuencia diadica que son la
adenina y guanina y que podemos tomar como puntos clave para las mutaciones por
sustitucion. De igual forma en el trabajo de (Yagi et al., 2001) para el caso de la segunda
proteina solo ven una alteracion en la unidn de la proteina al ADN en la segunda mitad de la
secuencia diadica lo cual no concuerda con la informacion acerca de que esta proteina
igualmente trabaja en homodimeros ya que cada monémero se une a cada mitad de la
secuencia repetida invertida a través de interacciones con el motivo wHTH. Algo interesante
que se encontr6 en la literatura fue que las mutaciones concuerdan con las bases de
interaccion con el ADN del experimento con un homologo de la proteina MibR (CouR)
donde como se menciono la interaccion de base ocurre entre la Prolina-106, asparagina 107
y la Adenina 15 con las bases de ADN de la secuencia de reconocimiento en las timinas 6 y
7 de una hebra (Figura 23). Siendo esa la informacion recopilada se sugiere llevar a cabo
mutaciones puntuales realizando transversiones, en los sitios de la secuencia palindromica

ya mencionados.

En cuanto a los resultados experimentales se trato de purificar en una cantidad significativa

estas dos proteinas con el fin de realizar un EMSA 'y poder verificar la interaccion de estas
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proteinas con la secuencia palindrome. Al llevar a cabo la expresion de las proteinas y separar
sobrenadante y pellet, LibR se mantuvo en cuerpos de inclusion dificultando su purificacion,
por lo que se recurrié a métodos alternativos para evitar este problema, como lo son: distintos
tiempos de induccion, diferentes concentraciones de inductor y temperaturas de incubacion
(probadas en E. coli BL21), siendo las condiciones que dieron mayores resultados de
induccion de proteina libre en sobrenadante fueron: 30°C, 3 horas de induccion, 0.05 mM de
IPTG y 0.5 D.O. Alternativamente se decidié usar la cepa E. coli Rosetta pLysS para los
posteriores experimentos evaluando de igual forma distintas condiciones obteniendo mejores
resultados con 0.05 mM IPTG, 0.3 D.O, 3 horas y 30°C. La proteina de interés deberia ser
soluble ya que no tenemos indicios de que sea una proteina de membrana, tampoco
sospechamos que sea toxica y las pruebas de induccion con células Rosetta pLysS han
permitido obtener mejores resultados. Dentro de las condiciones evaluadas, se intentd reducir
lainduccidn con la idea de ralentizar la expresion de la proteina, dandole tiempo a la proteina

para plegarse correctamente y disminuir con ello estas estructuras.
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CONCLUSIONES

La proteina LibR estd constituida por 10 alfa hélices y 5 beta plegadas, en cuyo
dominio REC se conservan tres acidos asparticos que son sitios potenciales de
fosforilacion en la posicién 8, 9 y 54, mientras que en el dominio HTH se conserva
la K182 que probablemente se une al DNA. La proteina con mayor homologia en la
plataforma STRING es FICA con un 67% Y ésta sugiere interacciones en su mayoria
con cinasas.

La proteina MibR tiene 6 alfa hélices y 2 beta plegadas con el dominio caracteristico
de hélice giro hélice alado de la familia MarR, y los residuos de unién a DNA como
P107 y N106 estan conservados en su secuencia. Se sugieren numerosas interacciones
con proteina con actividad enzimatica, pero ninguna de ella que participen en la
biosintesis del AlA.

No hay datos que sugieran su funcion como heterodimeros, lo que sugiere que el
efecto en la sintesis de AIA es a través de un mecanismo diferente a su interaccion
directa.

Aln después de la transformacion en Rosetta es necesario obtener mayoritariamente

a la proteina LibR en el sobrenadante.
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PERSPECTIVAS

En el futuro se recomienda continuar con los anélisis in silico y experimentales ya que queda
por investigar la manera en que MibR puede interactuar en el promotor de ipdC junto con
LibR para complementar el mecanismo de regulacion del gen ipdC, lo cual se pretende

alcanzar con ensayos de retardo electroforético, utilizando las proteinas purificadas.

Para evaluar la posible interaccién entre ambas proteinas se podria realizar un doble hibrido

en bacteria que permita explorar esta posibilidad.
Se sugiere llevar a cabo otros métodos alternativos para solubilizar la proteina de los cuerpos

de inclusién, como lo son: la subclonacion en el vector pQE30 o la lisis con clorhidrato de

guanidina.
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