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Resumen

Azospirillum brasilense tiene la capacidad de colonizar la raiz de una amplia variedad de plantas de
interés agronémico, y con ello favorece el crecimiento de esas plantas. La movilidad y la quimiotaxis
desempenan un papel importante en la colonizacién de A. brasilense, tales acciones pueden ser
controladas por medio de proteinas aceptoras de grupos metilo (MCP, methyl accepting protein). La
sefial percibida por estas proteinas, se transmite directamente al sistema de doble componente y al
aparato flagelar, mediante la via de la quimiotaxis (Danhorn & Fuqua, 2007). Las MCP son proteinas que
se caracterizan por tener distintos dominios como, HAMP, PAS, PilZ, Cache, y el dominio caracteristico

MCP para transmitir la sefal percibida al sistema de doble componente.

El analisis bioinformatico del gen AZOBR_140291 (mcpA), realizado en este trabajo, nos indicd que el
marco de lectura, contiene el dominio MCP, un dominio de interaccién con CheW, y una regién
transmembranal. En base al contexto gendmico y un estudio previo, en donde se obtuvo una mutante
por insercidn en el gen AZOBR_140288 (cdgA::gm"), que codifica para una diguanilato ciclasa A (Romero
Osorio, 2012; Lopez Lara, 2014), se observé alteracion en quimiotaxis, misma que no fue
complementada por el gen silvestre. Los datos anteriores sugieren que la mutacion de cdgA::gm" afectd
de manera polar, los genes que se encuentran rio abajo en el mismo sentido de la transcripcién. En este
contexto gendmico se encuentra un gen que codifica para una proteina hipotética con dominios
PAS/PAC y el gen de la MCP en estudio. Por ello se sugiere, que estos genes probablemente participen
en conjunto, detectando distintos estimulos ambientales y/o permitiendo cambiar el estilo de vida de la
bacteria. Para probar esta hipétesis fue necesario generar una mutante en el gen mcpA, y analizar el
fenotipo de la mutante A. brasilense mcpA::Km", y estudiar la participacion de este gen en la quimiotaxis.
Los resultados obtenidos fueron claramente la disminucién de la movilidad y quimiotaxis en la mutante

A. brasilense mcpA::Km®, comparada con la cepa silvestre.



l. Introduccion

Las plantas juegan un papel importante en los ecosistemas, debido a que ellas contribuyen para el
establecimiento de nichos ecolégicos microbianos. Esto se da particularmente en la rizosfera, el area de
contacto del suelo con las raices de las plantas, donde existe absorcion de iones y agua,
almacenamiento de nutrientes y crecimiento vegetativo de la planta, habiendo también un contacto

estrecho con un amplio rango de poblaciones microbianas.

Las raices de las plantas exudan una gran diversidad de nutrientes organicos (4cidos orgdnicos, azlcares,
vitaminas, aminoacidos, nucledsidos, mucilago, sideréforos) donde estos compuestos pueden funcionas
como sefiales para atraer a las poblaciones microbianas, especialmente aquellas poblaciones capaces de
metabolizar compuestos exudados por las plantas y que proliferan en este habitat, esta comunidad

asociada a las raices de las plantas puede referirse al rizo- microbioma.

Dentro del rizo-microbioma, algunos microorganismos pueden promover el crecimiento y mejorar la
salud de la planta a través de diversos mecanismos directos e indirectos. Las rizobacterias que benefician
el crecimiento de las plantas se les denominan PGPRs, por sus siglas en inglés (Plant gorwth-promoting
rhizobateria) (Vacheron et al., 2013). La estructura de la comunidad rizobacteriana esta determinada por
las especies de plantas, asi como las diferencias en la composicién y cantidad de los exudados radiculares

(Pérez- Montafio et al., 2014).
I.1 Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

Los beneficios de las interacciones microorganismo-planta incluyen, el crecimiento, la disminucion de
microorganismos causantes de enfermedades, la mejora de la disponibilidad y asimilacién de nutrientes.
Estos efectos benéficos sobre las plantas pueden lograrse por las interaccion directa entre la planta
hospedera, lo que incluye varios mecanismos, tales como: producciéon de ACC (1- aminociclopropano-1-
carboxilato) deaminasa para reducir los niveles de etileno en las raices de las plantas en desarrollo;
produccién de reguladores del crecimiento de las plantas como auxinas, giberelinas, citosinas y ciertos

compuestos volatiles, fijacidn de nitrégeno, solubilizacidon de fésforo mineral y otros nutrientes, etc.

La estimulacién indirecta estd relacionada al biocontrol por la actividad antagonista contra
microorganismos fitopatogénicos, induciendo la respuesta de resistencia sistémica de la planta (Pérez-

Montafio et al., 2014).



Para comprender y cuantificar el impacto de las PGPR sobre las plantas, se ha llevado a cabo una
estrategia siendo esta la inoculacién de las raices con PGPR, monitoreando los efectos resultantes en la
planta. Esto ha mostrado que muchas PGPR pueden reducir la velocidad de crecimiento de las raices
primarias, incrementando el nimero y/o la longitud de las raices laterales, y estimulando la elongacién
de los pelos radiculares, de igual manera mejorando el transporte de agua y minerales (Fig. 1) (Vacheron

etal., 2013).

Delayed senescence

Leaf area
Chlorophyll content

Shoot and root
weight and heights

Figura. 1. Beneficios a las plantas de las interacciones hospedero-PGPR (Pérez - Montafio et al., 2013). Esos beneficios han incluido el
incremento en la velocidad de germinacion de la semilla, crecimiento de las raices, hojas aéreas, transporte de nutrientes, contenido de
proteinas, tolerancia a estrés abidtico, pesos y alturas de tallos y raices, biocontrol y retraso de la senescencia.

Recientemente ha sido reportado que los microorganismos del suelo, incluyendo los de vida libre asi
como las rizobacterias pertenecen a una diversidad de géneros como los siguientes: Acinetobacter,
Alcaligenes, Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia,
Flavobacterium, Proteus, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia, Xanthomonas, exhibiendo una colonizacion

exitosa en la rizésfera (Bhattacharyya & Jha, 2011).



1.2 Azospirillum

Azospirillum es una bacteria de vida libre promotora del crecimiento vegetal y produccion de semillas,
muchas de ellas con importancia ecolégica y agrondmica (Bashan & Bashan, 2004). Son bacterias gram
negativas capaces de fijar nitrégeno, que muestran versatilidad para metabolizar fuentes de Cy N, lo
cual hace que logren adaptarse en el medio ambiente competitivo de la rizésfera. El amonio, nitrato,
nitrito, aminoacidos y el nitrégeno molecular pueden servir como fuente de N (Steenhoudt &
Vanderleyden, 2000). En condiciones desfavorables, tales como la desecacién y limitacién de nutrientes,
Azospirillum se diferencia a formas similares a quistes. Este cambio morfoldgico esta acompafiado por el
desarrollo de una cubierta externa de polisacaridos y por la acumulacién de abundantes granulos de
poli-B-hidroxibutirato, que puede servir como fuente de C y energia, bajo condiciones de estrés e
inanicion. Actualmente este género cuenta con 18 especies (Figura 2), siendo las especies mas

estudiadas Azospirillum brasilense y Azospirillum lipoferum.

Azospirillum fargimobile ACM 2041T (X90759)
Azospirillum melinis LMG 233647 (GU256442)
Azospinillum oryzae JCM 215887 (GU256443)
95L-Azospiriflum zeae LMG 239897 (DQ682470)
Azospirillum lipoferum DSM 16817 (GU256441)
Azospirillum humicireducens CCTCC AB 2012021T (JX274435)
Azospirillum thiophilum DSM 216547 (EU&78791)
Azospirillum picis DSM 199227 (AM922283)
Azospirillum doebereinerae DSM 131317 (AJ238567)
Azospirillum formosense BCRC 802737 (GU256444)
Azospirillum brasilense DSM 16907 (GU256438)
Azospirillum rugosum DSM 196577 (AM419042)
Azospirillum canadense LMG 236177 (HMB36056)
Azospirillum fermentarium CC-LY743T (1X843282)
Azospirillum halopraeferens DSM 36757 (GU256439)

g Rhodocista centenaria JCM 210607 (D12701)
100 ERhadocr’s.ta pekingensis JCM 116697 (AF523824)
94 Azospirillum irakense DSM 115867 (GU256440)

Azospirillum amazonense DSM 27877 (GU256437)

99|

|5 ————————————>5Skermanella xinjiangensis CCTCC AB 2071537 (EU586202)
a9 Skermanella stibiiresistens KCTC 233647 (HQ315828)
a7 {ﬁm&neﬂa aerolata DSM 184797 (DQB72568)
9 Skermanella parooensis DSM 95277 (X90760)
Thalassobaculum litoreumn DSM 188397 (EF203900)

Inguilinus limosus LMG 209527 (AY043374)
Rhizabium alkalisoli LMG 247637 (EU074168)
Burkholderia sabiae LMG 242357 (AY773186)

Figura 2. Filogenia de Azospirillum basado en la secuencia del gen rRNA 16S (Lin et al., 2013).




1.3 Genoma Azospirillum

El genoma del género Azospirillum varia en todos tamafios, desde 4.8 Mpb en A. irakense hasta 9,7 Mpb
en A. lipoferum Sp59b (Martin et al., 2000). A nivel de su genoma Azospirillum contiene cerca de 6
pldsmidos pequefios de 45 a 70 kb, megaplasmidos de 100 a 290 kb y dos megareplicones de 1700 a
1800 kb, también se ha referenciado para la mayoria de las especies la presencia de dos replicones, uno
de 570 a 630 kb y otro de 910 a 980 kb (como microcromosomas), algunos de estos probablemente
lineales. Igualmente presenta profagos o bacteriéfagos asociados al cromosoma de longitudes entre 10 y

65 kb (revisado en Baca, 2009).

En 2011 (Wisniewski-Dye et al., 2011) reportaron la secuencia completa del genoma de A. brasilense
Sp245 revelando la presencia de un cromosoma principal y 6 plasmidos. Referencian que la mayoria de
los genes contenidos en su genoma codifican las funciones criticas para la asociacién con plantas y estan
catalogados como los genes transferidos horizontalmente. De manera interesante, se determind que
existe redundancia en esta cepa de las proteinas MCP y del operdn Che, estando presentes 4 copias, de
los cuales sélo Chel se ha descrito de manera experimental, esta informacion serd detallada mas

adelante (Russell et al., 2013).
1.4 Interaccion Azospirillum- planta

La colonizacién exitosa de las bacterias a las raices de la planta depende de la movilidad activa y la
quimiotaxis hacia los exudados radiculares (Wu et al.,2011) , todo esto conlleva al microorganismo la
habilidad de detectar compuestos quimicos liberados por la planta hospedera y navegar hacia el sistema
radicular, asi mismo contar con un metabolismo mas versatil, incluyendo la fijacion de nitrégeno,
antagonismo hacia la competencia de microorganismos y formacién de quistes, lo que le permite la
supervivencia en condiciones adversas (Michiels et al., 1991); todos estos factores son importantes en el

establecimiento de Azospirillum (Greer et al,. 2004) en la planta.

La adherencia de Azospirillum a las raices de las plantas se desarrolla en dos etapas completamente

independientes:

La primera fase de adsorcién es rapida (alcanza un tiempo maximo de 2 h de exposicion de la bacteria a
las raices de la planta), es débil y reversible, probablemente gobernada por componentes proteinicos

bacterianos.



La segunda fase es de anclaje, en la cual es firme y toma varias horas, es irreversible y esta basada en la
superficie extracelular de polisacaridos, involucrando una red de material fibrilar que conecta

permanentemente la bacteria a la superficie de la planta (Bashan & Bashan, 2004).

Estudios realizados con A. brasiliense en tomate, mostraron que tiende a concentrarse en sitios laterales
de emergencia de la cdpsula de la raiz, pelos radiculares y punta de la raiz. Este ultimo es el lugar
preferido para la colonizacién (Camelo et al., 2011). Para que exista el establecimiento de la bacteria en
la planta es necesario que haya sistemas de sefializacién capaces de detectar pardmetros ambientales y
llevarse a cabo la interaccién bacteria- planta. A continuacidon se menciona la importancia de este grupo

de proteinas en este proceso.

Il. Antecedentes

1.1 Sistemas de sefializacion

Los sistemas de sefializacién también conocidos como sistemas de doble componente para la
transduccion de sefiales, son grupos de proteinas que llevan a cabo la deteccion de parametros
ambientales como: pH, temperatura, osmolaridad y luz, entre otros, en donde a través de una cinasa

histidinica, se propaga la fosforilacidn a un regulador de respuesta (Szurmant & W. Ordal, 2004).

Un tipico sistema de doble componente consiste en la proteina de sefializacidn cinasa histidinica (HPK) y
un regulador de respuesta (RR). En respuesta a un estimulo ambiental, la cinasa histidinica se
autofosforila en su residuo conservado de histidina, usando ATP como fosfodonador. El grupo fosfato es
entonces transferido a un residuo de acido aspartico dentro del dominio receptor del regulador de
respuesta. El regulador de respuesta fosforilado es capaz de regular la transduccién de sefial en la via,

interactuando con otras proteinas de sefalizacién (Fig. 3) (Wu et al., 2011).

Aunque la mayoria de estos sistemas, se compone de dos proteinas diferentes, un subconjunto de estos
existe en bacterias, en los que una sola proteina contiene ambos dominios: regulador de respuesta y
cinasa histidinica, y esta clase de proteinas generalmente se denomina como sistema de doble
componente hibrido. Al igual que el sistema tipico, se han reportado algunos sistemas hibridos que

juegan un papel importante en la transduccién de sefiales (Wu et al., 2011).



Il. 2 Movilidad y quimiotaxis

Todas las especies de Azospirillum son mdviles debido a la presencia de un flagelo polar y varias especies
también tienen un tipo de flagelacidon mixta. Por ejemplo, en A. lipoferum y A. brasilense, el flagelo polar
es producido en un ambiente liquido, y numerosos flagelos laterales junto con el flagelo polar, son
inducidos en medios viscosos y semisdlidos (Borisov et al., 2009). El flagelo polar es el responsable del
fenotipo natatorio, mientras que el lateral, participa en el fenotipo de movilidad de superficie tipo

“swarming” (Kearns, 2010).

La quimiotaxis es el proceso por el cual los microorganismos detectan los estimulos quimicos
ambientales, moviéndose hacia condiciones favorables, controlando la direccién de la rotaciéon del
flagelo (Wu et al., 2011). La quimiotaxis integra las sefiales ambientales en una respuesta mediante el
uso de una via de transduccién de sefiales. Esta via estd compuesta por transductores de quimiotaxis,
cinasa histidinica CheA, una proteina acoplada a CheW, reguladores de respuesta CheY-CheZ y proteinas

de adaptacidn, CheB-CheR (Stephens et al., 2006)

Como ya se habia mencionado anteriormente, la movilidad y la quimiotaxis son factores importantes
para una eficiente colonizacion de la bacteria a la planta. Pero también la aerotaxis es un
comportamiento principal de respuesta en A. brasilense, en donde guia a la bacteria a una concentracion
preferida de oxigeno aproximadamente de 4uM, la cual parece ser la concentraciéon dptima de oxigeno

para la generacidn de energia y fijacidn de nitrégeno.

Otro comportamiento que ya ha sido estudiado en A. brasilense es la taxis energética, la cual es un
comportamiento dominante en esta bacteria, donde los cambios en el sistema de transporte de
electrones gobiernan la mayoria de las respuestas, siendo procesados varios quimioefectores a través de
este mecanismo. Para regular las respuestas quimiotacticas en bacterias mdviles, los sistemas de
transduccion de sefales pueden regular comportamientos celulares, asi como la rotacion flagelar en

varias especies, incluyendo A. brasilense (Siuti et al., 2011).

Las respuestas de movilidad en las bacterias dependen de la maquinaria de transduccion de sefales que
transmite la informacién del entorno ambiental al aparato de movilidad. Cambios en la concentracion de
varios efectores son detectados por quimiorreceptores especializados, denominados proteinas
receptoras de grupos metilo (MCP, por sus siglas en inglés). La unién de un quimioefector a la proteina

MCP, conduce a cambio conformacional transmitido al motor del flagelo por medio de una cascada de
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fosforelevo, entre las proteinas citoplasmdticas de la maquinaria de sefalizacidon (Fig. 3) (Alexandre &

Zhulin, 2001).

Se ha identificado una via de transduccién de sefales de quimiotaxis en A. brasilense, que comprende los
homodlogos CheAWYBR. La secuenciacion del genoma de A. brasilense indica que tiene tres grupos de
genes de quimiotaxis, y uno mds que es el recientemente estudiado, nombrado Chel. Sin embargo,
existen evidencias que sugieren que la funcién primaria de esta via, no es precisamente el control del
comportamiento flagelar (Bible et al., 2008), sino que modula los cambios en las propiedades adhesivas

de la superficie celular impactando en la agregacién y floculacién de célula a célula (Siuti et al., 2011).

Mutantes de A. brasilense obtenidas por delecidon en los genes cheAl y cheY1, que codifican para
proteinas centrales que controlan la respuesta de salida a la via de transduccion de sefiales, generaron
células que se agregan y floculan mas que la cepa silvestre. La mutante en donde todos los genes
codificados por el agrupamiento génico de chel, presentaron un fenotipo similar a las cepas carentes de
CheAl o CheY1, y muestran quimiotaxis muy similar a la cepa silvestre, consistente con el papel de Chel
gue es el de regular la habilidad de las células para flocular. En el caso de la mutante, que interrumpe la
funcidon de ambas proteinas CheB1 y CheR1, se encuentra severamente dafiada en floculacién, aunque
tiene un fenotipo de quimiotaxis alterada de manera parcial, lo que sugiere que puede existir una

conexién con otro sistema Che (Siuti et al., 2011).
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Il. 3 Quimiotaxis en Escherichia coli y otros microorganismos

El sistema mejor estudiado es el de E. coli, el cual regula el movimiento natatorio en carreras/tumbos
(quimiotaxis). Este sistema de transduccién de sefiales consiste en un grupo de proteinas que incluye
CheA, CheW, CheY y CheR y un grupo de quimiorreceptores (conocidas como proteinas aceptoras de
metilos) que perciben sefiales ambientales. Las sefiales detectadas por las MCPs modulan la actividad de
la cinasa histidinica CheA asociada con receptores via CheW. La fosfo-transferencia de CheA a CheY
conlleva a la fosforilacién y activacién del regulador de respuesta (CheY-P), que puede desencadenar un
cambio en la direccién de la rotacidn del flagelo (tumbos) (Bible et al., 2008). La interaccion de CheY-P
con el motor flagelar induce la rotacién a favor de las manecillas del reloj CW (abreviatura del inglés
clockwise), de uno o varios flagelos y desestabilizandolo, causando un movimiento en reversa o tumbo
de la célula (Bi & Lai, 2015). Los cuerpos celulares son reorientados y, en contraste, la union del
atractante inhibe la actividad de auto-fosforilacién de CheA, reduciendo los niveles de CheY-P e induce la
rotacion del flagelo en sentido contrario a las manecillas del reloj CCW (acronimo del inglés counter

clockwise), provocando el movimiento natatorio mediante la propulsion del flagelo (Fig. 3).

Attracted condition Constant condition
(+ attractant) (- attractant)

periplasm

cytoplasm

\

1 ; Y A »' / A CheZ
INACTIVE ACTIVE

Figura 3. En Escherichia coli la deteccion de un estimulo es revelado a través de las proteinas MCPs (Aizawa et al., 2000).
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La actividad de CheB y CheR modula el estado de metilacidon de las MCPs, lo que afecta su sensibilidad.
CheB, una metilesterasa, activada a través de la fosforilacién por CheA, remueve los grupos metilo

agregados a las MCPs por la metiltransferasa CheR (Bible et al., 2008) (Fig. 3).

En E. coli, la unién del atractante inhibe la cinasa CheA, mientras que en B. subtilis, la unién del
atractante estimula la actividad de esta proteina, por ello es importante comprender la estructura de los
receptores y como se unen al atractante (o repelente) cambiando la actividad asociada a la cinasa CheA

(Szurmant & Ordal, 2004).
El sistema de quimiotaxis consiste en dos estados:

Excitacion: Una via que involucra las proteinas de quimiotaxis (MCPs), transmitiendo la sefial al sistema
de doble componente, permitiendo la rotacidn del flagelo. Las sefiales que regulan la actividad de CheAy

el estado de fosforilacién de su regulador de respuesta CheY controla la afinidad con el motor flagelar, v,

Adaptacién: Regula el estado de metilacion de las MCPs mediante la metilesterasa CheB, un regulador de
respuesta que es fosforilado por CheA, para estimular la eliminacién de los grupos metilo de los
receptores y la metiltransferasa CheR que incorpora un grupo metilo de manera constitutiva y especifica
a los residuos de glutamato de los receptores (Wuichet et al., 2007). Por lo tanto, el movimiento natural
de la bacteria requiere la habilidad para reconocer cuando la bacteria se estd moviendo hacia la
direccion errénea, o hacia las altas concentraciones de atractantes, asi que, una “memoria” es requerida

para indicar si se alcanzan las altas o bajas concentraciones del compuesto (Szurmant & Ordal, 2004).

Se ha revelado por medio del analisis de genomas secuenciados, que algunas especies bacterianas tienen
multiples vias homdlogas de transduccién de sefiales de la quimiotaxis (Tabla 1). En E. coli y en otras
especies bacterianas estudiadas, cientos de proteinas receptoras estdn arregladas a lo largo de conjuntos
proteicos, usualmente localizados en los polos de las células. En esos agrupamientos, los
quimiorreceptores estan organizados en trimeros o dimeros, en la cual forman complejos terciarios de

sefializacion con CheA y CheW (Porter et al., 2011).
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Metilacién dependiente e independiente
Metilacion dependiente

La metiltransferasa CheR transfiere grupos metilo del S-adenosilmetionina a los residuos de glutamato
en los receptores, produciéndose S- adenosilhomocisteina. En B. subtilis, es requerida para la adaptacion
a repelentes, pero en el caso de E. coli esta proteina es necesaria para la adaptacién a atractantes,
uniéndose a ambas regiones del receptor, al extremo C-terminal y a la regién de metilacién del mismo,
moviéndose a través del receptor de un lado a otro. A diferencia de CheR, CheB es regulada, tiene un
dominio N-terminal regulador de respuesta, sujeto a fosforilacién, y un dominio C-terminal con actividad
enzimatica. En E. coli CheB-P es 10 veces mas activa cuando se encuentra fosforilada (Szurmant & Ordal,

2004).
Metilacién independiente

Este tipo de metilacién es llevado a cabo por una proteina similar a CheW, que en este caso es CheV, que
cuenta con dos dominios N-terminal homélogos a CheW y un dominio regulador de respuesta. CheV
puede ser solo un sistema de adaptacidon de Helicobacter pylori, donde estan ausente CheR y CheB,
existiendo tres CheVs, siendo Unicamente CheV1 requerida para la quimiotaxis. CheC es una proteina
que tiene la actividad de hidrolizar a CheY-P, elevando los niveles de CheA-P, de tal manera

influenciando directa o indirectamente en la actividad de CheA (Szurmant & Ordal, 2004).
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Tabla 1. Comparacion de las vias de quimiotaxis de varias especies estudiadas (Porter et al., 2011).

E. coli R. sphaeroides B. subtilis P. aeruginosa
Filo Proteobacteria Proteobacteria Firmicutes Proteobacteria
Clase Gamaproteobacteria Alfaproteobacteria Bacilo Gamaproteobacteria

Estimulo detectado

- Concentracién periplasmatica
de atractantes

- Concentracion
peripldsmatica de

- Concentracién
externa de atractantes

- Concentracién
periplasmatica de

atrayentes atractantes
- Oxigeno y aceptor final de - Oxigeno
electrones - Oxigeno y aceptor final - Oxigeno y aceptor final de
de electrones electrones
- Repelentes
- Luz
- Estado metabdlico de la
célula
Numero de 5 13 10 26
quimioreceptores
Tipos de Transmembranal Transmembranal y Transmembranal y Transmembranal y
quimioreceptores citoplasmatico citoplasmatico citoplasmatico
Vias de quimiotaxis 1 3 1 4
Grupos de genes
que codifican para 1 2 1 1

el flagelo

Numero y posicion

4-6 peritricos

1, subpolar (Flal);

4-9, peritricos

1, polar; ademas se mueve

del flagelo usando retraccion del pili
3-4, polar (Fla2) tipo IV

Direccion de Bidireccional Unidireccional, Bidireccional Bidireccional

rotacion (Fla1)

Fuente de energia
para la rotacién

Fuerza protén motriz de
electrones

Fuerza protén motriz de
electrones (Flal)

Fuerza protén motriz
de electrones

Fuerza proton motriz de
electrones

Efecto de CheY-P
sobre la rotacion
del motor

Activacién de la rotacion en
contra de las manecillas del reloj
hacia favor de las manecillas.

Para la rotacion, debido a
la accion de un freno
molecular

Activacion de la
rotacion a favor de las
manecillas del reloj
hacia en contra de las
manecillas del reloj

Promueve la activacion
(reversa)

Localizacién de
proteinas de
sefalizacion

Polos de la célula

Polos de la célulay en el
citoplasma

Polos de la célula

Polos de la célula

Mecanismos de
terminacion de la
sefial

CheZ tiene actividad de
fosfatasa hacia CheY-P

No tiene CheZ; CheA, es
una fosfatasa para CheY-
P.

No tiene CheZz; CheCy
FliY son fosfatasas para
CheY-P

CheZ tiene actividad de
fosfatasa hacia CheY-P
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Continuacion de la Tabla 1. (Porter et al., 2011).

M. xanthus S. meliloti R. centenum
Filo Proteobacteria Proteobacteria Proteobacteria
Clase Deltaproteobacteria Alfaproteobacteria Alfaproteobacteria

Estimulo detectado

- Atractantes y repelentes

- Concentracion periplasmatica
de atractantes

- Concentracion peripldsmatica
de atractantes

- Oxigeno y aceptor final de
electrones

- Luz

Numero de quimioreceptores

21

34

Tipos de quimioreceptores

Transmembranal y
citoplasmatico

Transmembranal y
citoplasmatico

Transmembranal y
citoplasmatico

Vias de quimiotaxis

Grupos de genes que codifican
para el flagelo

Numero y posicion del flagelo

No flagelada, usa pili tipo IV (S-
movilidad) y A- movilidad

2-6, peritricos

1, polar (en medio liquido); >10,
laterales (en medio sélido)

Direccion de rotacion No flagelada Unidireccional y velocidad Bidireccional
variable
Fuente de energia para la No flagelada Fuerza protén motriz de Desconocido

rotacion

electrones

Efecto de CheY-P sobre la
rotacion del motor

El sistema Frz controla la
frecuencia de reversas

La unién de CheY-P, induce la
quimiocinesis lenta de la
rotacién

Promueve la activacion

Localizacién de proteinas de
sefalizacion

Polos de la célulay en el
citoplasma

Polos de la célula

Desconocido

Mecanismos de terminacién de
la sefial

No tiene CheZ, tiene un
homélogo de CheC

CheY, es un canal de fosfatasa
para la uniéon de CheY al motor

No tiene CheZ o CheC;
mecanismo desconocido, pero
puede involucrar canales de
fosfato
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Il. 4 Quimioreceptores

Son receptores que inician la cascada de transduccion de sefiales mediante el proceso de las sefales
ambientales e intracelulares, alterando la actividad de la cinasa histidinica CheA. Las secuencias de las
MCPs tipicamente consisten de un dominio sensor, un dominio HAMP y un dominio que interactia con
CheA (Fig. 4) (Wuichet et al., 2007). La estructura de los receptores y algunos ejemplos de ellos, se

muestran a continuacion:

Stimulus
l Tar&Tsr Aer Htrll EnvZ NarX
Sensing and r .. Ligand- Osmosensor T
transmembrane binding Ligand
signaling sites Aerosensor Photosensor binding

Periplasm JM1/TM2

N
HAMP domain

Cytoplasm
Signal conversion

Ll

MH1/MH2

y |r-6-—Methylation

GAF-like
domain

s 11} Flexible bundi
control £ nec)jugl )?cinuenhnge Kinase/phosphatase

: domain
| Trimer contacts
: CheW-bindin:
i CheA control

Output signal

[l inputdomain  [] HAMP AS1 helix
[] outputdomain  [] HAMP AS2 helix

Figura. 4. Estructura convencional de los receptores y cinasas. El C-terminal se representa (C) y el N-terminal (N). Los circulos en negro los
dominios de metilaciéon de Tar/Tsr y Htrll, sintetizados como glutamina y consecuentemente desamidado a glutamato; los circulos en
blanco representan los glutamatos. TM1, TM2, representan los segmentos transmembranales 1,2; MH1, MH2, las hélices de metilacién 1;
CA dominio catalitico y de unién a ATP, DHp dominio de dimerizacidn y fosfo transferencia de histidina; H box, segmento que contiene el
sitio de auto-fosforilacién (Parkinson, 2010).

De acuerdo a los mecanismos de sefializacién, esos elementos pueden ser divididos en: un médulo de
sefializacion transmembrana que incluye un dominio periplasmatico y transmembrana, un médulo de
conversion de la sefial, compuesto por el dominio HAMP y un médulo control de cinasa, constituido por

una asa flexible y la regién de contacto con otra proteina (Bi & Lai, 2015).

Los receptores de E. coli Tar y Tsr, detectan aspartato y serina, respectivamente, y de estos los menos
abundantes en esta bacteria, Trg y Tap detectan ribosa/galactosa y dipéptidos, respectivamente. En la
unién del quimioreceptor al atractante, se propone que interactian directamente, pero en algunos casos

particulares, las proteinas de unién se unen especificamente al quimioefector y el complejo se une el
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receptor. Asi, en E. coli, la galactosa se une a la proteina de unidn a galactosa, la ribosa se une a la
proteina de unidn a la ribosa, y el complejo se une al receptor Trg. La maltosa se une a la proteina de

unién a maltosa, y el complejo se une al receptor Tar de aspartato (Szurmant & Ordal, 2004).

Estos quimioreceptores son homodimeros transmembranales con estructura secundaria de a-hélice, lo
anterior sustentado en andlisis de la estructura cristalina de la proteinas y de resonancia magnética
nuclear, de las regiones periplasmdtica, HAMP y dominio citoplasmatico (Sferdean et al., 2012). Existen

cuatro principales clases de MCP en base a la topologia de la membrana, que son las siguientes (Fig. 5):

-Clase I: Tienen un dominio sensor periplasmatico, anclado por una hélice transmembrana N-terminal
(TM) y conectada por una hélice TM interna al dominio HAMP. Esta clase incluye los receptores, Tar, Tsr,

Trgy Tap de E. coli.

-Clase Il: Cuentan con un dominio sensor citoplasmadtico N-terminal, conectado por una hélice TM al

dominio HAMP y dominio de senalizacion. Un ejemplo de estos, es el sensor de aerotaxis Aer de E. coli.

-Clase lllI: Esta clase se subdivide en dos grupos, sensores de clase llic y llim. Los sensores de clase lllc,
estan ancladas en su extremo N-terminal por una hélice TM, seguido de residuos de amino 4cidos que
forman el dominio sensor citopldsmico, el dominio HAMP y el dominio de sefializacién citoplasmico. Las
MCPs de clase Ilim, son como la anterior, excepto que el dominio sensor esta unido a la membrana, en
lugar de unirse a la regidn citoplasmica; Htr8, receptor de aerotaxis de Halobacterium salinarum, es un

ejemplo de los receptores clase Ilim.

-Clase IV: Esta clase de MCPs, son completamente citoplasmaticas, carecen de regiones
transmembranales y usualmente de dominios HAMP. El sensor de oxigeno HemAT de B. subtilis, es un

ejemplo de este grupo de clase IV (Wuichet et al., 2007).
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Figura 5. Clases de topologia de membrana de las MCPs. A) Representacion esquematica de la estructura tridimensional de los dimeros de
MCP de las distintas clases. B) Clases de MCPs, determinados por sus dominios de arquitectura (Wuichet et al., 2007).

Il. 5 Quimioreceptores en A. brasilense

En A. brasilense, se ha estudiado una proteina denominada SbpA (sugar protein binding A), involucrada
en el transporte de D-galactosa y funciones de quimiotaxis hacia otros azlcares como: D- galactosa, L-
arabinosa y D- fucosa, la expresidn de este gen sbpA, requiere de la presencia de alguno de los azucares

mencionados en el medio de crecimiento (Van Bastelaere et al., 1999).

Han sido estudiados y caracterizados algunos receptores presentes en A. brasilense, los cuales son AerC
y Tlpl. AerC sensor citoplasmatico de taxis energética (Xie et al., 2009). Este receptor se caracteriza por
poseer dominios PAS, su estructura predice que su ubica en el citoplasma; el contexto genético indicé
que se localiza en el operdn nif, con un promotor regulado por el regulador transcripcional NifA. Este
receptor funciona como un transductor de la taxis energética, aumentando su expresidén en condiciones
de fijacién bioldgica de nitrégeno y detectando la poza celular de FAD. Por lo que, la localizacion celular y
su contribucién al comportamiento se correlaciona con los cambios metabdlicos, bajo las condiciones de
fijacién de nitrégeno, proponiendo un mecanismo por la cual la quimiotaxis estd coordinada con los

cambios dinamicos en la fisiologia celular.

El quimiorreceptor transmembranal, Tlp1, el cual también funciona en la taxis energética, se encuentra
en el periplasma y carece de un motivo reconocible para la deteccidén de energia y el estado redox, por lo
tanto los estimulos primarios que afectan a Tlpl siguen siendo desconocidos. Curiosamente, Tlpl

contiene un dominio PilZ en su extremo C-terminal, estos dominios PilZ son omnipresentes en los
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genomas de bacterias y se sabe que se une al segundo mensajero di -GMPc. Cuando hay presencia de
oxigeno y la poza intracelular de di-GMPc es elevada, Tlpl une di-GMPc, éste sufre un cambio
conformacional y se activa la cascada de sefializacién que involucra a Chel. Asi los elevados niveles
intracelulares de di - GMPc de manera transitoria posibilitan que la bacteria se dirija a sitios de baja
concentracién de oxigeno. Si el estimulo persiste promueven la transicién de células mdviles a un estilo
de vida sésil. Mientras que concentraciones bajas de oxigeno o compuestos, mediante aerotaxis o

guimiotaxis, permiten que células mdviles exploren su entorno (Russell et al., 2013).
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[1l. Antecedentes directos

Romero Osorio en 2012, obtuvo la mutante del gen cdgA que codifica para una diguanilato ciclasa
(CdgA), que nombré A. brasilense 1428-A (cdgA::gm”). El andlisis fenotipico incluyé ensayos de
formacién de biopelicula, produccion de exopolisacaridos (EPS) y movilidad con distintos
guimioatractantes, comparando los resultados con la cepa silvestre A. brasilense Sp7 observé una
disminucién en la formacion de biopelicula y de los EPS, como se esperaba y una disminucion drastica en
la movilidad, resultado contradictorio. Para corroborar si este gen es importante para la movilidad se
prosiguid a complementar la mutante con el gen silvestre, la cual logré revertir el fenotipo de biopelicula

y EPS pero no el de movilidad, sugiriendo que la proteina CdgA no participa en este fenotipo.

Esto condujo a analizar el contexto gendmico del gen cdgA, en A. brasilense Sp245, localizando corriente
abajo genes que codifican para proteinas relacionadas con la movilidad del tipo “methyl-accepting
chemotaxis sensory transducer”(MCP), que presenta el mismo sentido de transcripcidon, como se
muestra en la figura 6 , lo que es muy posible que el efecto observado de movilidad alterada y no
complementada por dgcA sea muy probablemente debido a un efecto polar en la transcripcion de los

genes aledanos.

AZDBR_ AZOBR_
AZOBR_14088 e AZOBR_140291 \ 140293

ko Diguanilato ciclasa putativa con dominio GGDEF

B Proteina hipotética

bl Proteina conservada de funcién desconocida con un dominio PAS/PAC
il Proteina aceptora de metilos putativa

kil Sensory regulador hibrido de dos componentes (HK)

il Transportador de aminoacidos ABC

Figura 6. Mapa de genético del fragmento que contiene la secuencia de genes que codifica para las proteinas. AZOBR_140287 (Diguanilato
cilclasa CdgA), AZOBR_140288 (Proteina hipotética), AZOBR_140289 (proteina conservada de funcidn desconocida con dominio PAS/PAC),
AZOBR_140291 (proteina putativa aceptora de grupos metilo, MCP), AZOBR_140292 (sensor y regulador hibrido de dos componentes HK),
AZOBR_140293 (transportador ABC).
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IV. Justificacion

A través de la energia de taxis, las bacterias buscan el ambiente mds favorable para su crecimiento. La

taxis hacia el oxigeno y otros atrayentes promueven la colonizaciéon de las raices por A. brasilense.

Por lo tanto es relevante estudiar la quimiotaxis de Azospirillum debido a que se considera como uno de
los géneros bacterianos mds importantes que mejoran el crecimiento e incrementa el rendimiento de un

gran numero de especies cultivables en todo el mundo.
V. Objetivos

V.1 Objetivo general

Estudiar el gen (AZOBR_140291) que codifica para la McpA, que participa en la quimiotaxis en A.

brasilense.
V. 2 Objetivos particulares
£ Construir una mutante A. brasilense (mcpA::Km®).

+ Efectuar ensayos de quimiotaxis de la mutante A. brasilense (mcpA::Km") y la cepa silvestre A.

brasilense Sp245.
VI. Hipétesis

La proteina McpA (AZOBR_140291) de A. brasilense tienen una funcién importante en la movilidad y
guimiotaxis, mediante la deteccién de compuestos quimicos, en busca de condiciones éptimas para el

crecimiento de la bacteria.
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VIl. Material y métodos

VII.1 Material biolégico, plasmidos y construcciones

Cepa

A.brasilense Sp245

E. coli DH5a

E. coli S17.1

A.brasilense-mcpA::Km"

A.brasilense Sp245- GFP

A.brasilense mcpA::Km" -
GFP

Plasmidos y
construcciones

PGEM-T easy
pSUP202

pBluescript Il SK(+)

pBluescript Il SK(+)-Km

pGEMmcpA

pBSKmcpA

pBSchpA::KmR

pSUP202mcpA::Km*

Caracteristicas Referencia
Cepa silvestre, aislada de la superficie de raices de Baldani et al.,1987
trigo
fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA ginV44 ©80 A(lacZ)M 15 Hanahan, 1983.

gyrA96 recAl relAl endAl thi-1 hsdR17

pro, thi hsd, recA, integracion cromosdmica de RP4-2 Simon et al., 1983

Tc:: Mu- Km Tn7
Cepa mutante que contiene el gen mcpA con la

. .z . . R .
insercion de un casete de resistencia a Km Este trabajo

Cepa silvestre que contiene el plasmido p2444 con la

proteina verde fluorescente y la resistencia a Gm Este trabajo

Cepa mutante que contiene el plasmido p2444 con la

proteina verde fluorescente y la resistencia a Gm Este trabajo

Caracteristicas

Vector de clonacion

Vector suicida

Vector de clonacion

Vector con el casete de resistencia a Km

Vector de clonacion que contiene un fragmento 1920 pb que integran
el gen mcpA
Derivado del vector pBluescript Il SK(+) que contiene un fragmento de
1920 pb que integran el gen mcpA

Derivado del vector pBluescript Il SK(+) que contiene un fragmento de
1920 pb que integran el gen mcpA y el casete de resistencia a Km de
1500 pb

Derivado del vector pSUP202 que contiene un fragmento de 3.5 kb
que integran el gen mutado mcpA::ka
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VII. 2 Esquema experimental

Amplificacion de la secuencia
AZOBR_140291 por PCR

|

Anidlisis genotipico y fenotipico de la
mutante

Clonacion en
pGEM-Easy

Clonar en pBSK+
(Sitios Sall/BamHI)

Insercion del casete de
resistencia a Km" (Sitio EcoRl)

|

Subclonacién en pSUP202
(Sitios BamHI/Sall)

|

Transformacion en E. coli S17.1

|

Fenotipico

L 4
PCR

=== Ensayo de quimiotaxis

!

Conjugacién E. coli S17.1 pmcpA::Km"
X A. brasilense

Ensayo de movilidad
con diferentes
quimioatractantes

Objetivo 1

Objetivo 2
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VIl. 3 Métodos
VII. 3. 1 Condiciones de cultivo

Las cepas de E. coli S17.1 y E.coli DH5a, fueron cultivadas en medio LB, durante 16 h, en medio Luria
Bertani (LB), incubadas a 37°C. La cepa de A. brasilense Sp245 y la mutante generada mcp::Km" fueron

cultivadas en medio D (Difco), medio minimo K-malato y rojo congo a 30°C.
VII. 3. 2 Ensayo de movilidad

Para ensayos de movilidad partiendo de un inoculo de medio LB modificado a una D.O. (A=600nm) de 1.1
a 1.3, se coloca 5 pL (1.25- 1.5 x 10’ UFC) en una placa de medio minimo base-K con el quimio-atractante
a evaluar, a una concentracion de 34 mM (Malato, Piruvato, Succinato, Fumarato, Glutamato, Gluconato,
Lactato, Prolina, Fructosa) y agar suave a una concentracion de 0.25%, se incubaron a 30 °C, midiendo los
halos quimiotdcticos a las 24 y 48 horas. Se llevaron a cabo tres ensayos independientes, por duplicado

cada uno.
VII. 3. 3 Ensayo de quimiotaxis

Los ensayos de quimiotaxis se llevaron a cabo, evaluando los mismos quimioatractantes a 34mM
contenidos en un cilindro de agar (CA) con 1% de agar bacteriolégico y solucion reguladora de
quimiotaxis (10mM de K,HPO,, 10mM KH,PO, y 0.1mM EDTA, pH 6.9-7); por otro lado el cultivo de
bacterias, se resuspendieron en buffer de quimiotaxis y agar suave al 0.3 %. Colocando el CA en la placa
que contiene el cultivo, se incuba a 30° C durante cuatro horas. Transcurrido ese tiempo se miden los

halos quimiotdcticos. Se llevaron a cabo tres ensayos independientes, por duplicado cada uno.
VII. 3.4 Andlisis y manipulacion de ADN

La extraccion de DNA plasmidico se realizd6 mediante la técnica de Gilles Morelle (1989), la extraccién de
DNA gendmico por la técnica de CTAB, la transformacidn y conjugacién, de acuerdo a Sambrook et al.,
(2001). La reaccién en cadena de la polimerasa se realizé con la polimerasa Taq platinum de acuerdo a
las especificaciones del proveedor (Invitrogen). Las enzimas de restriccion fueron utilizadas de acuerdo a
las indicaciones del proveedor (Invitrogen y Fermentas). Las condiciones de PCR para la ampiicacion son

las siquientes:
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Figura 7. Condiciones de PCR para la amplificacion del gen AZOBR_140291.

VII. 3. 5 Disefio de iniciadores

Se disefiaron una par de iniciadores utilizando el Primer Select del software DNAstar, a partir de la
secuencia del gen AZOBR_140291 que codifica para la proteina McpA de A. brasilense Sp245, la cual
amplifica un fragmento de 1920 pares de bases, 261 pares de bases rio arriba y 390 rio abajo del gen. En
el delantero (F) se le agrego el sitio de restriccion BamHI y en el reverso (R) el sitio Sall, para su posterior

subclonacién en el vector suicida pSUP202, los iniciadores disefiados se muestran a continuacién:

Nombre Tamaiio Sitios de
de oligo Secuencias amplificado | restriccion | Tm
(bases) (°C)
BamHI
Forward | Fmcp_01 | ACCCGGATCCCCCATGTCACGCCGGTTTTC 59.6
1920 GGATCC
Sall
Reverse | Rmcp 02 | AACCGTCGACAGGATTCGGCCTGTTGATGG 56.1
GTCGAC
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VIIl. RESULTADOS

VIII.1 Analisis de la secuencia mcpA

Partiendo de la secuencia de la McpA putativa, proveniente de la banca genémica de A. brasilense Sp7, y
considerando la secuencia del gen AZOBR_140291 con un tamafio de 1263 pb del genoma secuenciado
de A. brasilense Sp245, se realizé el analisis estructural, en donde este gen codifica para una proteina de

420 aminoacidos, donde la secuencia peptidica y sus dominios, se muestran a continuacion:

1 MAALMSGAQAVYGLATGDAIAALLGLLAVLPCLAAIRWLVLTNRTIRKASTVIAAAEKGDLQPRILNIHGASSIA
76 DMLRTINRLLDRVESFGKEANAAMQHAAEGQYYRRIVMTGMVGEFGAYARQINDGLAAMDGKSREFVESAT
147 RIGANIKEVAQSLSASAAQLEASSTAMTATAAT

220 QTNLLALNATIEAARAGEAGKGFAVVATEVKNL
296 A
371 VSSGAQDASAAASQVLSSAGELARRAVTLNGDIDNFVARVCGGQR
N- RP RT _____ RC — -C
MCP signal

RP Regién periplasmatica del aa 1- 18
RT Regién transmembranal del aa 19- 41
R Regién citoplasmatica del aa 42- 420
MICP signal Dominio de sefializacién del aa 180- 375

| InterfaseCheW | |hterfase putativa con CheW del aa 257- 296

Figura 8. Analisis de la secuencia proteica. RP, RT, RC (Interproscan), Interfase CheW (protein Blast), MCP signal (protein Blast,
Interproscan, Pfam, Smart), RT (Interproscan, TMHMM, HMMTOP).

La proteina segun el andlisis in silico, tiene una regidn transmembranal por lo que es probable que se
localice anclada a la membrana citoplasmatica de la célula. Contiene un dominio se sefalizacion MCP
(“MCP signal”), caracteristico de este tipo de proteinas y un dominio de interfase CheW, sitio de unién a

polipéptido, donde interactta con la cinasa histidinica CheA a través de la proteina adaptadora CheW.
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VIII. 2 Analisis de los sitios de metilacion

Este analisis se llevd a cabo mediante el alineamiento con otras proteinas reportadas, como Tar/Tsr de E.
coli, tomando en cuenta las secuencias proteicas completas, donde se muestra a continuacién en las
cajas, los sitios de metilacion en ambas proteinas, pero que en la proteina de estudio McpA, son distintos
a estos residuos aminoacidicos.

McpA - s —
Tar MINRIRVVTLLVMVLGVFALLQLISGSLFFSSLHHSQKSFVVSNQLREQQGELTSTWDLM
Tsr MLKRIKIVTSLLLVLAVFGLLQLTSGGLFFNALKNDKENFTVLQTIRQQQOSTLNGSWVAL
MCpA o mm e e e
Tar LOTRINLSRSAVRMMMDSSNQQSNAKV-ELLDSARKTLAQAATHYKKFKSMAPLPEM-VA
Tsr LOTRNTLNRAGIRYMMDONNIGSGSTVAELMQSASISLKQAEKNWADYEALPRDPRQSTA
MCPA = m e oo MAALMSGAQAVYGL
Tar TSRNIDEKYKNYHTALTELIDYLDYGNTGAYFAQPTQGMONAMGEAFAQYALSSEKLYRD
Tsr AAAEIKRNYDIYHNALAELIQLLGAGKINEFFDQPTQGYQDGFEKQYVAYMEQNDRLYDI
. %
McpA ATGDAI-—-—-—-—-—--— AALLGLLAVLPCLAATIRWLVLTNRTIRKASTVIA---AAEKGDLQPR
Tar IVTDNADDYRFAQWQLAVIALVVVLILLVAWYGIRRMLLTPLAKITAHIREIAGGNLA-N
Tsr AVSDNNASYSQAMWILVGVMIVVLAVILAVWEGIKASLVAPMNRLIDSIRHIAGGDLV-K
* * . * . H * . . * * H *
McpA ILNIHGASSIADMLRTINRLLDRVESFGKEANAAMQHAAEGQYYRRIVMTGMVGEFGAYA
Tar TLTIDGRSEMGDLAQSVSH-————==————————————————————————— MQRSLTDTV
Tsr PIEVDGSNEMGQLAESLRH-——-————————————————————————————— MQOGELMRTV
. . * . .. .. . * .
SM Sm Sm
McpA RQINDGLAAMDGKSREFVESATRIGANTHEVAOSLAsanorEASSTAM Al AATASEOS
Tar THVREGSDAIYAGTREIAAGNTDLSSRTHQDASALEHTAAS-—————- HOIL TATV-—-—
Tsr GDVRNGANAIYSGASEIATGNNDLSSRT AASLEETAAS-——--——- LTATV--—-—
T FooRy farxk, * HR
McpA FSAASAAEQVSSNVDGVAAATGEVSGAIGEVAQGVSRTADLARSSVEKVREADATIRSLL
Tar  ————=———-= KONADNA-—-——--——-— ROASQLAQSASDTAQH---GGKVVDGVVKTMHEIA
Tsr ——=—=——=——-= KONAENA-—-—————— ROASHLALSASETAQR---GGKVVDNVVQTMRDIS
PR N N T
McpA AASDQIGAVVQLINDIASQTNLLALNATIEAARAGEAGKGFAVVATEVKNLANQTAKATE
Tar DSSKKIADIISVIDGIAFQTNILALNAAVEAARAGEQGRGFAVVAGEVRNLASRSAQAAK
Tsr TSSQKIADIISVIDGIAFQTNILALNAAVEAARAGEQGRGFAVVAGEVRNLAQRSAQAAR
:*.:*. ::.:*: * K ***:*****::******* *:****** **:***.::*:*:.
McpA DITAQITQVQSVTRDTAAVIQHVGGMIH-——-——-—— DIDEIAVGIAGAAEQQSAAIDEISR
Tar EIKVLIEDSVSRVDTGSVLVESAGETMNNIVNAVTRVTDIMGEIASASDEQSRGIDQVAL
Tsr EIKSLIEDSVGKVDVGSTLVESAGETMAEIVSAVTRVTDIMGEIASASDEQSRGIDQVGL

. % * . . - * . . - % Kk ke e e kK Kk e .

28



McpA SIREASAGVRTVADAVTSVSSGAQIA

Tar AVSEMDRV--——---—- TQONASLV(
Tsr AVAEMDRV-————-—-- TQONAALVH

* o, * .
McpA GOQR-—-—==———— ==
Tar SPLTNKPQTPSRPASEQPPAQPRLRIAEQDPNWETFE
Tsr QOREASA-—---VVKTVTPATPRKMAVADSEENWETF

Figura 9. Comparacion de las secuencias McpA de A. brasilense Sp245, Tar y Tsr de E. coli, mediante el alineamiento de las secuencias
completas. Los aminoacidos marcados con SM, son los sitios de metilacién en Tary Tsr.

VIII. 3 Analisis de secuencias promotoras y posibles operones en el contexto genético del gen

mcpA

Con la finalidad de analizar mds a fondo el contexto genético donde se encuentra este gen, se procedié a
realizar una busqueda de promotores con el programa SoftBerry BPROM y PRODORIC, el cual nos sefiala

algunos de ellos, como se muestra en la siguiente figura:

I AGCGTAGCGTCGGAGGCCGGGCGCGCCGGTCTGGTCATCCTGCGCTCCTTTGGGAAGTTCTTCGGGCTGGCCGGAGTCCGGCTCGGTTTCCTGCTCG
GCGAGCCGGCGCTGGTCCGTGATCTGCGCGCCGCCGTGGGGCCGTGGGCGGTGTCGGGCCCGGCGCTGACCATCGCGACCGCGGCGCTGTCGGATTC
GGCGTGGATCGCCGCCACCCGGCGCCGTCTGGCCGACGCTGCTGCCCGCTTCGACGCACGGCTGATGGAGGCTGGAGTGCGCGTCGCCGGAGGCACG

TCGCTCTTTCGTCTCATAGACGATCCTCAGTCTGCCGGGCTTTACAAAGAGTTGGGCCTGGCCGGGGTGCTGGTGCGCCGGTTCGACTATCGGCAAG

GGTGGCTGAGGCTGGGCCTGCCGGCGGACACGCTGGCGGAAGACCGTGTCACAACGGCGTGCGGAACGTTCAAAAACCGATAGKYNNNNelslelouyer:Nele;

ATAGGCGATCACCACCATAGCGCGACAAGATGGCACACAGGGGCAAAAACGCGCATCGGCTAACGTACTCCTTGTTTGCCCTATCGTGGCGCAAGAA
-35 Promotor 1 -10

IoyuNsloruierNelclouerNele/eele[eATGCTGGATTCGGTTGGTTCGATGAGTTCTTCTGGGGATGCGGAGGAAACCCGTGTTGCGCTGTGGCGTGTGTT

CGACACGCTGCCGACGGGGGTCTGCGTCACCACGGACGCAGGGACCATCCTGTACGCCAACCCAGCCCTGCACGGTCTGCTGCGCTACCCTCCCGGT

GGCCTGACCGGTCTCGACCTTGCGGCGCTGGAGCCGGACGATGCCAATCTCCCGGCGTTGCCGGACGCGCCGGGTGAACGGCGATTGCGCTGCCAGG

[ ACGGTGCAACCGTCTGGGTGGCTGAGTCGGTCGGTCCCACCACAGGCCCGCTGGGCGAGCGGCGGTCGCTGCGCGTCTACACCGACGTCAGTCACCA

CCGGCAGGCGCAGGCGGCGCTGCGCGATCAGCTCCTGATGAAGGAGGTGCTGTTCGAAACGCTGCCGGTTCCCGTTTTCGTGAAGAACGCGGCCGGT
GAGTACACGGACTGCAACGACGCCTTCGAACGCTACACCGGCCTGGAGCGCCGCAGCATCGTCGCCAAAACCGCCTTCGCCGTGATGGACCCGCGCA|
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TCGCCAAGGCGCACGCCGACCAGGACCGCGAACTGACCGTCAATTGGGGCCAGCGCAGCTACGAGGAGGCGGTTCCCTTCGTCGGCGGCACCACCCH]

CCTGTCCAGCCTGACCAAGGCCGTCTTCTGCGACAGCACCGGAAACCTGGGCGGCATCGTCGGCGTGATCCACGACCTGACCGAAGGGCTGCCCAGC

GAGGAGCGGCTTCAGGCGATCCTGGAGCAGAGCCCGATCGGCGTGTCGGTGTCGCGCCGCGACGACGGCAAGATCATCTTCGTCAACACCCGCTTCG]

CCGAGCTGATCGGTTTGAAGCGCGAGGATCTGATCGGCCGGCAGGCGCGCGACTATTATCTGGACCGGCACCAGCGTGAGCGGGTCATCGATCGTCT

GCGCTCCTACGGGTCGGTGACCAACATGGAGGTGCAGTTCCGCCGGGCCGACGGGTCGTCCTTTTGGACGCTGTTCACGGTCAACCAGGCGGTGATC

CAGGGCGTTCAGGTGAATCTCGCCTGGATCTACGACTACACCGACCGCCGGAACATGGAGGAGGCGCTGCGCGACATGGCGTCCCGCGATCCTCTGA

CGGGAATCTACAACCGGCGTTCCTTCATGGAACTGGCGCGCTCGCAACTGGCCCGCGCCCACCGCTTCAGCGAGCCGATGTCGGTCTTCGTTCTGGA]

CGTGGACCATTTCAAGCGCATCAACGACAGCTACGGCCACGCCACCGGCGACGACGCCCTGCGCATGGTGGCCGGCGGCTGTCAGGCCATCCTGCG

GAATACGACATTCTCGGTCGGCTCGGCGGCGAGGAGTTCGTGGTGGTCCTGCCCGGCGCCACCGCAGAGGAATCCCGCGTGGTGGCGGAACGGGTGC

GCCGCCATCTGTCGCGCATGGCCApNNS®ECGCCCCAAGGCIHECHMMNOINNT T GACCAGCAGCATCGGCATCTCGGCACTGGACGGTTCCTACGACAC

GCTGGAAAAGGCGATTCACCGGGCCGACCTCGCCCTCTACCGGGCCAAGCGCGAGGGCCGGAATCGCGTCGTGGTCTACGAACCGGGCATGTGA NS
-35 Promotor 2 -10
ACCATCTCGGAGAGAAAATCGATCCAAATTTGTTCACGGATGGATCTGGTTTTTCTCT CTTATG

INEEUPNSVUN T TCTCGCAGCTGAGCGCCGCTCGTTTTTAAAGCCA
-35
TTGTGTTCACCGGCGTTTGAAAGGCGGACGGTClyyeleleleleiyeieicler:Nelclclcielele(erNpNOFN

Promotor 3 -10

TGGTTCCCTGACCGGGCGGGAGCGGACCTTTCACCGGGATGAGATCATCGTCTCGAAGACGGATCTCAAGGGCCGCATCACCTACGCCAACGACGTG

TTCCTGCGCATCAGCGGTTACAGCGAAGCGGAGTTGCTGGGGCAACCCCACAACATCGTCCGCCATTCCGACATGCCGCGCTGCGTCTACAAGCTGC

TGTGGACCCGCATCGAGGCCGGAAGCGAAATCTTCGCCTATGTCATCAACCGGGCGAAGGACGGCGACCATTATTGGGTGTTCGCCCATGTCACGCC

GGTTTTCGGCAATCCGGACAGCGGAAACGGGCGGACCATCACCGGCTACCATTCGAGCCGGCGCGTGCCGGCGCGTCCCGCGGTGGAGGCGGCGGLG

GGCCTCTACGCCGCGCTGCGGGCGGAAGAGGCGCGCCACGCCGACCGGAACGCGGCCATGGCGGCCTCCGGTGCCATGCTGGAAAAACTCCTGCGCG

I ACAAGGGCACGAGCTATGACGAGTTTGTCTTCAGTCTCTAALYNElGiNelelolelelseldlole N T T CCCCCGCCCTGATGTCGGGGGCGCAGGCGGTGTACG

GTCTCGCCACCGGCGACGCCATCGCCGCCCTGCTGGGCCTGCTGGCGGTTCTTCCCTGTCTTGCCGCGATCCGCTGGCTGGTGCTCACCAACCGGAC

CATCCGGAAGGCCAGCACGGTCATCGCCGCGGCCGAGAAGGGCGACCTTCAGCCACGCATCCTGAACATCCACGGCGCCAGCTCGATCGCCGACATG

CTGCGGACCATCAACCGCCTGCTCGACCGCGTCGAATCCTTCGGCAAGGAGGCCAACGCCGCCATGCAGCACGCGGCGGAGGGACAATACTACCGGC

GCATCGTGATGACCGGCATGGTCGGTGAATTCGGTGCCTACGCCCGCCAGATCAACGACGGGCTGGCGGCCATGGACGGCAAGAGCCGCGAGTTCGT

CGACACGGCGGCGGTGATCCAGCATGTCGGCGGCATGATCCATGACATCGACGA)

GATCGCGGTGGGCATCGCCGGCGCTGCCGAACAGCAGAGCGCGGCCATCGACGAGATCAGCCGCTCCATCCGCGAGGCGTCGGCCGGCGTGCGCACC

GTTGCCGACGCGGTGACGAGCGTGTCTTCCGGCGCCCAGGACGCCAGCGCCGCCGCCAGCCAGGTCCTGTCCTCCGCCGGCGAGTTGGCGCGCCGLCG

CCGTGACCTTGAACGGCGACATCGACAACTTCGTCGCGCGCGTTTGCGGCGGGCAGCGTTGA|
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Texto resaltado:

Treonina fosfato descarboxilasa

Diguanilato ciclasa A
Proteina hipotética

Proteina con funcién desconocida con dominios PAS/PAC

Proteina aceptora de metilos putativa

‘ Figura 10. Busqueda de promotores putativos del contexto genético de dgcA, por medio del programa SoftBerry BPROM.

Las posibles secuencias promotoras, se muestran a continuacion:

250 pb rio arriba del gen cdgA y el gen cdgA
1Promotor

-10 box at pos. 220 CGCAAGAAT Score 31
-35 box at pos. 202 TTGTTT Score 40

2Promoter

-10 box at pos. 1724 CGGTTTCAT Score 34
-35 box at pos. 1707 TTCCCG Score 35

250 pb rio arriba del gen que codifica para la proteina hipotética (pH) y el marco d lectura abierto de
este gen.

3 Promotor

-10 box at pos. 303 TGGTACAAT Score 78
-35 box at pos. 284 CTTATG Score -2

250 pb rio arriba del gen que codifica para la proteina con funcién desconocida PAS/PAC y el marco de
lectura abierto de este gen.

4 Promotor

-10 box at pos. 96 TGGTACAAT Score 78
-35 box at pos. 77 CTTATG Score -2

250 pb rio arriba del gen mcpA 'y el gen mcpA

No se encontrd ningun promotor.
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Debido a los resultados obtenidos mediante el andlisis de dominios y la carencia de promotores para el
gen mcpA, posteriormente se analizd los posibles operones con los programas DOOR? Y FGENES, en
donde ambos programas nos indican que probablemente los genes de la proteina hipotética, la proteina
con funcion desconocida PAS/PAC y la proteina aceptora de metilos putativa, estén formando un Operdn

(Fig. 11).

CaJa 35 Caja -10

Caja-35 CaJa -10  Terminador Terminador 50 pb
m CdeA PAS/PAC m O
Caja- 35 f i
134 pb Caja-10 61pb 33 pb 19 pb

| Operdn >

Figura 11. Busqueda de operones putativos del contexto genético de mcpA, por medio del programa DOOR? y FGENES. Cob: Treoniana
descarboxilasa, CdgA: Diguanilato ciclasa A, PH: Proteina hipotética, PAS/PAC: Proteina con dominios PAS/PAC, McpA: Proteina aceptora de
metilos putativa, SDC: Sistema hibrido de doble componente.
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VIIl. 4 Amplificaciéon del gen mcpA

Se disefiaron un par de iniciadores, a partir de la secuencia del gen AZOBR_140291 que codifica para la
proteina McpA de A. brasilense Sp245, la cual amplifica un fragmento de 1920 pares de bases con sitios
de restriccién BamHI y Sall, para realizar una clonacién dirigida en el vector pSUP202, el amplificado y las

condiciones de PCR, se muestra a continuacién:

B)

A)
1 2 3
Fmep 01
PAS/PAC mepA snc pb

1920ph  Rmep 02 10060~
6000—> i
5000—>F e
2000 > wi
3500—F s
3000——= ww
2500—f ma
2000—> © . eums @ —1.9kb
1500——
1000——=
750—
500——
250—>

Figura 12. A) Contexto genético del gen mcpA (AZOBR_140291) de A.brasilense Sp245. B) Amplificado del gen mcpA de 1920 pb con los
iniciadores Fmcp_01 y Rmcp_02. Carril 1: MPM, carril 2: PCR ADNg con 1puL de DMSO, carril 3: PCR ADNg con 1pL de
DMSO.

Una vez amplificado el fragmento de 1920 pb, se clond en el vector pGEM T- easy vector, a través de la
Tag polimerasa (Tag platinum), se realizd la transformacién quimica en E.coli DH5a, las colonias
obtenidas se analizaron mediante la resistencia a Ampicilina (100ug/ml). La comprobacion de la clona 1

(pPGEMmcpA) se muestra a continuacion:
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A) 1 2 B) 1 2

% EcoRl (52)
: : -
pb . EcoRl (692) pb ‘
10000 = 12000
5000: - 6000—_}
3000 | W— oo 3000 | wn s — 3 kb
2500—> . 1.9kb 4955 bp 2500— .
2000— B —ta 2000—> .
1500—> (. 1500—> SN 1.3 kb
1000—> | me 1‘7’;’85 ——
750—> —— 500_7 “+ — 0.6kb
500— L =S
c 2010) 250— v
250> EcoRl ( ‘

Figura 13. Comprobacion de Clona 1 por PCR y patrones de Restriccion. A) Amplificado del gen mcpA de la clona 1; carril 1: MPM, carril 2:
Amplificado del gen mcpA de 1920 pb con los iniciadores Fmcp_01 y Rmcp_02. B) Patrén de restricciéon con la enzima EcoRI de a
clona 1; carril 1: MPM, carril 2; fragmentos de restriccion: 3 kb, 1.3 kb y 0.6 kb.

VIII. 5 Construccion de la mutante mcpA::Km"®

Con la construccion pGEMmcpA, se prosiguid con la subclonacién en el vector pBSK+, una vez obtenida la
insercién del fragmento que porta el gen mcpA se procedidé a realizar la insercién del casete de
resistencia Km, en el sitio EcoRl del gen mcpA. Se obtuvo asi la mutacién por insercién mcpA::Km*.
Posteriormente se subclond en el vector suicida pSUP202 en los sitios BamHI/Sall. Ver siguiente

esquema.
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VIIIL. 5. 1 Esquema de la construccién de la mutante mcpA::Km"®

pBSKmep
4835 b

// (2600) BamHI
EcoRl
F-BamHI Casete K | R-Sall
EcoRl 1.5Kb EcoRlI
BamHI Sall BamHI Sall
\ /

pSUP202mcp::KmR

pBSchp::KmR
11000 pb

6360 pb

Gen silvestre

A. brasilense Sp245
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VIII. 5. 2 Analisis de la clona pBSKmcpA de E.coli DH5a

A) 12 3 45 B) 12 3 a
Sall (574)
pb
o
a% pPBSKmcp 5000—-‘ . ﬁ kb
3 : 4839 bp 3 kb
3000 ) €a
2500 . <
2 - Seas 1.9kb gggg‘f 19kb
1500 1500——=
1000——
1328 750—
500 500—
250—>
250 T »

(2600) BamHI

Figura 14. Comprobacion de Clona 1 por PCR y patrones de Restriccion. A) Amplificado del gen mcpA de la clona 1; carril 1: MPM, carril 2:
Amplificado del gen mcpA de 1920 pb con los iniciadores Fmcp_01 y Rmcp_02, del ADN genémico de A. brasilense Sp245, carril 3:
control (-), carril 4: Amplificado del gen mcpA de 1920 pb con los iniciadores Fmcp_01 y Rmcp_02 de la clona 1. B) Patrén de
restriccion de la clona 1; carril 1: MPM, carril 2: Restriccion con EcoRl, lineariza el plasmido de 4.9 kb; carril 4: doble restriccién
BamHlI/Sall: fragmentos 3kb y 1.9 kb.

A partir del plasmido pBSK::mcpA, se secuencié el fragmentd de 2700 pb, utilizando los iniciadores M13F
y M13R, la secuencia resultante fue analizada con el software BLASTN de NCBI obteniendo un porcentaje
de identidad del 92%, comparada con el gen AZOBR_140291, que codifica para la probable proteina

aceptora de metilos del genoma de A. brasilense Sp245, depositado en el GenBank.
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VIIL. 5. 3 Analisis de la clona pBSKmcpA::Km® de E.coli DH5a

1 2 3 1 2 3 4
. B
N“gvt D‘F\'Jmor&r'
E i -
) ‘
 63kb
r— : ~ — 3.4 kb pBSKmcp-km e - 4.8 kbl
. 6360 bp 3
.- 19kb s el
) “EcoRI (1973) | - . e
(4161) Sacl -

(3494) EcoRI | R e R

v

Figura 15. Comprobacién de Clona 1 por PCR y patrones de Restriccion. A) Amplificado del gen mcpA::Km® de la clona 1; carril 1: MPM,
carril 2: Amplificado del gen mcpA de 1920 pb con los iniciadores Fmcp_01 y Rmcp_02, del ADNg de A. brasilense Sp245, carril 3:
Amplificado del gen mcpA::Km" de 3.4 Kb con los iniciadores Fmcp_01 y Rmcp_02 de la clona 1. B) Patrén de restriccién de la clona

1; carril 1: MPM, carril 2: Restricciéon con Sacl, lineariza el plasmido de 6.3 kb; carril 4: restriccion EcoRI: fragmentos 4.8 kb y 1.5
kb.

VIIL. 5. 4 Anélisis de la clona pSUP202mcpA::Km" de E.coli $17.1

Posteriormente de la obtencién de la construccidon en el vector pBSKmcpA::Km®, se continué con la
subclonacién dirigida en el vector suicida pSUP202, en los sitios BamHI/Sall, en la direccién 5°-3" del gen
mcpA, se transformd en cepas de E. coli S17.1, para luego llevar a cabo el reemplazo alélico del gen

mutado por el gen silvestre en la cepa de A. brasilense Sp245.

En la siguiente figura se observa el andlisis de una clona con la construccién pSUP202mcpA::Km® de E.
coli S17.1:
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A ' ol oo

BamHI (564)

EcoRI (1591)

pb
10000—> | e ~11kb
| 000 —> -u'”‘
- kb " 0002 =
: oo — 3.4 % b ke
& =l il
2500—> - | —> -
I(X)O . I Rp— - 1-9 kb 7 — mmooo_) Pa— 15kb. f
1500-—> [ 500> L5kb
000—> [
oolld 750—
2 500—>
w 250—> .
Sall (s411) -
250

Figura 16. Comprobacién de Clona 1 por PCR y patrones de Restriccién. A) Amplificado del gen mcpA::Km” de la clona 1 ; carril 1: MPM,
carril 2: Amplificado del gen mcpA de 1920 pb con los iniciadores Fmcp_01 y Rmcp_02, del ADNg de A. brasilense Sp245, carril 3:
Amplificado del gen mcpA::Km" de 3.4 Kb con los iniciadores Fmep_01 y Rmcp_02 de la clona 1. B) Patrén de restriccion de la clona 1; carril
1: MPM, carril 2: Restriccion con BamHlI, lineariza el plasmido de 11 kb; carril 4: restriccién con EcoRl: fragmentos 5.4 kb, 4 kb y 1.5 kb.

Posteriormente se llevé a cabo la conjugacién bacteriana de E. coli S17.1 p mcp::km® X A. brasilense
Sp245 en medio LB modificado y la seleccidn de las posibles mutantes se realizd6 mediante la resistencia a
Km (50 pg/mL) y la contraseleccidn con cloranfenicol (70 ug/mL), las transconjugantes sensibles a Cm, se

les realizd PCR. El esquema de a continuacién muestra el intercambio alélico del gen silvestre por el gen

mutado, y el analisis de las posibles transformantes:

)

pSUP202mep;Km=
11000 ph

Genoma de A. brasilense mcpA::Km"

Genoma de A. brasilense Sp245
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VIII. 5. 5 Obtencién de la mutante mcpA::Km® de A. brasilense Sp245

Se analizaron tres posibles mutantes donde se observa el fragmento amplificado de 3.4 kb del ADN
gendmico de A. brasilense mcpA::Km” en los carriles 4, 5y 7, utilizando los iniciadores que amplifican el
gen, teniendo como control positivo la construccién de pSUP202mcp::Km® y como control negativo ADN

gendmico de cepa silvestre.

250

Figura 17. Comprobacién de las posibles mutantes A. brasilense mcpA::Km®.Carril 1: Amplificado del gen mcpA de 1920 pb con los
iniciadores Fmcp_01y Rmcp_02, del ADNg de A. brasilense Sp245; carril 2: ADNp de pSUP202mcpA::Km", carril 3: MPM; carril 4, 5, 7: ADNg
de las posibles mutantes A. brasilense Sp245 mcpA::Km".

Posteriormente para comprobar la insercién del casete de Km en el locus del gen mcpA, se llevo a cabo la
PCR con los iniciadores del gen y los iniciadores de Km, como se muestra en la figura 17, obteniéndose

los dos fragmentos Ay B, en las tres posibles mutantes.

F - Km
F_'%,E" Fragmento A — Fragmento B
I Km*® —
1.3 Kb «— 1.6 Kb «—

R - gen
R - Km &

Figura 18. Representacion de los fragmentos utilizando iniciadores del gen mcpA e iniciadores del casete de Km.
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1 2 2 4 § 1 2 24 &

pPSUP202mcp-km

11,001 bp

| o |

o R R

1000——
250— 1000——
500—> 250—>
750—— 500——=
1.6 Kb 750——
Fragmento A FragmentoB

Figura 19. Comprobacién de las posibles mutantes A. brasilense mcpA:Km"®. Carril 1: Amplificado del gen mcp::Km" de ADNp de
pSUPZOchpA::KmR; carril 2: MPM,; carril 3, 4, 5: ADN g de las posibles mutantes A. brasilense Sp245. mcpA::KmR.

En el analisis in silico se mostraban dos fragmentos a amplificar, un fragmento de 1.3 kb denominado
fragmento “A”, utilizando el delantero del gen mcpA y el reverso de Km; y de 1.6 kb denominado
fragmento “B”, utilizando un delantero de Km y el reverso del gen mcpA. Con estos resultados se

concluye la obtenciéon de la mutante por inserciéon de un casete de Km denominada: A. brasilense

mcpA::Km®

Las curvas de crecimiento se llevaron a cabo en medio minimo con Malato como Unica fuente de
carbono, donde no se observé diferencia estadistica significativa con respecto a la cepa silvestre, lo que
significa, que la mutacion no tuvo un efecto en el crecimiento de la bacteria (Gréfica 1a). También se
evalud el crecimiento en medio rico LB modificado, y en este caso, si hay diferencia en el crecimiento de
la cepa mutante con respecto a la cepa silvestre, este efecto se observa a partir de las 18 horas (Grafica
1b). El medio rico LB modificado contiene alta concentracidon de NaCl, lo cual afecta el crecimiento de
esta bacteria. Un estudio previo se analizd el efecto altas concentraciones de este compuesto,

observando que efectivamente el NaCl afecta el crecimiento de la A. brasilense Sp245 (Gamboa, 2012).
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Gréfica 1a, 1b. Curvas de crecimiento de la cepa silvestre A. brasilense Sp245 y la mutante isogénica de A. brasilense mcpA::Km". Las lecturas
se realizaron a 600nm durante 25 horas en 3 ensayos independientes.

VIII. 6 Analisis de movilidad de la cepa silvestre A. brasilense Sp245 y A. brasilense mcpA::Km®

En este ensayo se evalla la movilidad y el metabolismo de ambas cepas, A. brasilense Sp245 vy la
mutante A. brasilense mcpA::KmR; debido a que el medio donde se encuentran, contiene todos los
nutrientes necesarios, para que la bacteria pueda crecer. Fueron evaluados distintos atractantes a una
concentracién de 34mM, disueltos en base-K, con agar suave al 0.25%. A las 24 horas existe disminucion
de la movilidad en la mutante A. brasilense mcpA::Km® de aproximadamente el 60%, en la mayoria de los
atractantes, con respecto a la cepa silvestre A. brasilense Sp245, a diferencia de la movilidad que fue
observada como unica fuente de carbono Gluconato, donde no hubo diferencia estadistica significativa

de la cepa mutante, comparada con la cepa silvestre (Grafica 2).

Los halos de movilidad a las 48 horas presentaron una disminucién en A. brasilense mcpA:Km® de
aproximadamente el 70%, con respecto a la cepa silvestre en todos los atractantes evaluados como

Unica fuente de carbono (Grafica 3). Todos los datos son estadisticamente significativos.
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Ensayos de movilidad en placa (24 horas)

26 - p=0.003
£ B A, brasilense Sp245
2 5 B mcpA:km
e p=0.004 p=0.005
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g p=0.002
£ 15
g p=0.0005
= p=0.004 p=0.0008
° p=0.12
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=
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=
@

E 05 -
=
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U -
Malate Piruvato Succinato Gluconato Fumarato Glutamato Prolina Lactato Fructosa
A. brasilense 1.65 2.28 0.92 0.74 16 1.14 1.59 145 1.01
mepikm® 0.38 0.41 0.44 0.44 0.45 0.42 0.45 0.45 0.43

Gréafica 2. Movilidad en placa de la cepa silvestre A. brasilense Sp245 y la mutante isogénica de A. brasilense mcpA::km" con
distintos atractantes, a las 24 horas.

Diametro hale quimiotactico {cm)

p=0.0005

Ensayos de movilidad en placa (48 horas)

p=0.0027 p=0.004 B A brasilense Sp245

B mcpAzkm

p=0.0013 psD002  PO002 p=0.008

p=0.0041
p=0.0002

0 -
Malato  Piruvato Succinato Gluconato Fumarato Glutamato Prolina Lactato  Fructosa
A. brasilense 4.79 5.51 4.24 4.45 4.3 4.66 5.61 4.53 4
mep:km® 0.76 071 1 0.85 0.78 0.59 1.42 1.4 0.56

Grafica 3. Movilidad en placa de la cepa silvestre A. brasilense Sp245 y la mutante isogénica de A. brasilense mcpA::km® con

distintos atractantes, a las 48 horas.
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Tabla 2. Halos de movilidad a las 48 horas de A. brasilense Sp245 y de A. brasilense mcpA::ka en los distintos atractantes evaluados.

Malato Piruvato

Succinato Gluconato
Fumarato Glutamato
Prolina Lactato
Fructosa

VIIl. 7 Analisis de quimiotaxis de la cepa silvestre A. brasilense Sp245 y A. brasilense

mcpA::KmR

Una vez analizada la movilidad se evalud la quimiotaxis con cilindros de agar que contienen el atractante
a evaluar a 34mM. Este ensayo a diferencia del anterior se evalla Unicamente la quimiotaxis, es decir, el
movimiento de la bacteria hacia un atractante, mediante el sensado de compuestos quimicos. Los
resultados muestran que existe diferencia estadistica significativa en Malato, Succinato y Fumarato,

entre la A. brasilense Sp245 y A. brasilense mcpA::Km®. Sin embargo en Glutamato, Gluconato, Prolina,
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Lactato y Fructosa, no se observé diferencia estadistica entre la cepa mutante con respecto a la cepa

silvestre (Grafica 4, Tabla 3).

Ensayos de quimiotaxis )
m A, prasilense Sp245

45 - p=0.169 ]
£=0.004 HmcpA:km

Diametro halo quimiotictico (cm)

Malato  Succinato Fumarato Gluconato Glutamato Prolina Lactato Fructosa

A. brasilense 3.36 3.73 3.58 376 3.5 42 312 2.87

mep:zkm® 181 265 253 3.5 3.37 39 237 2.60

Grafica 4. Movilidad en placa de la cepa silvestre A. brasilense Sp245 y la mutante A. brasilense mcpA::km® con distintos atractantes, a 4 las

horas.

Tabla 3. Halos de quimiotacticos a las 4 horas, de A. brasilense Sp245 y de A. brasilense mcpA::ka en los distintos atractantes

evaluados.

Atractante A.brasilense meA.‘.'ka Caricaturas de los halos quimiotacticos
A.brasilense mcpA::km”

evaluado Sp245 Sp245

Halos quimiotacticos

Malato

Atractante

Fumarato
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Fructosa
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VIII. 8 Observacion de la formacion de rocetas y presencia del flagelo polar en la cepa silvestre
y la mutante A. brasilense mcpA::KmR mediante microscopia de fluorescencia

Debido al efecto en la quimiotaxis por la mutacién en el gen mcpA, se obtuvieron imdgenes de ambas
cepas, para ver la formacién de rosetas o agregados celulares, a través de la microscopia de
fluorescencia, mediante la tincidon con DAPI y anticuerpos antiflagelina. Estas imagenes nos permitieron
observar que existe mayor formacion de rocetas en la cepa mutante a diferencia de la cepa silvestre,
donde las células se encuentran individuales; y por otro lado, observamos la presencia del flagelo en

ambas cepas.

GFP- FITC DAPI MERGE

2 - -
. mcpA::KmR - -

Figura 20. Microscopia de fluorescencia de A. brasilense Sp245 (WT) y la mutante isogénica mcpA::Km"® de A. brasilense Sp245. Las células

fueron fijadas, posteriormente fueron tratadas con el anticuerpo primario antiflagelina, seguido del anticuerpo secundario (goat anti- rabbit
FITC).
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IX. Discusion

Las taxis han sido observadas en respuesta a distintos tipos de estimulos ambientales, tales como
metabolitos, temperatura, luz, salinidad, oxigeno, campo magnético y pH (Krell et al, 2011). La
guimiotaxis es un mecanismo utilizado por las bacterias méviles del suelo para navegar y encontrar un
entorno oOptimo para la supervivencia (Webb et al.,, 2014). La quimiotaxis bacteriana es también
importante como paso inicial para las interacciones ecoldgicas como la simbiosis, infeccién y
colonizacion de las raices (Oku et al.,, 2014). En la quimiotaxis, las sefiales quimicas son detectadas por
receptores especificos que transmiten la informaciéon al motor flagelar, a través de una cascada de
transduccion de sefiales (Russell et al., 2013). La especificidad de una respuesta tactica es determinada

por las proteinas MCPs (Krell et al., 2011).

Lacal y colaboradores en el 2010 realizaron un andlisis del nimero de MCPs por genoma,
interesantemente fue encontrada la correlacién que existe entre el estilo de vida de la bacteria con el
numero de genes mcp (Krell et al.,, 2011). Ejemplo es el bajo nimero de MCPs por enterobacteria, en la
cual habitan ambientes estables (Lacal et al., 2010a), como es el caso de Bacillus anthracis y Yersinia
pestis Nepal516 (Krell et al., 2011) que poseen un solo gen mcp, a diferencia del nimero elevado de
estos genes, para microorganismos del suelo y acudticos, que son caracterizados por una alta
versatilidad metabdlica (Lacal et al, 2010a), tales como Myxococcus xanthus y Magnetospirillum

magnetotacticum con 21y 61 genes mcp respectivamente (Krell et al., 2011).

Un sistema modelo para el estudio de la quimiotaxis es el de E. coli, que es una bacteria movil en medio
liquido, a través del uso de varios flagelos peritricos (Berleman & Bauer, 2005), que a diferencia de A.
brasilense Sp245, E. coli cuenta con cinco receptores, de los cuales son, Tar sensor de aspartato y
maltosa, Tsr para serina, Trg para ribosa y galactosa, y Tap para dipéptidos, asi como Aer, sensor de
oxigeno (Meier et al., 2007). El analisis de la secuencia del genoma de A. brasilense Sp245, revel6 48
genes quimioreceptores (Wisniewski-Dyé et al. 2011), de los cuales Unicamente dos de ellos han sido
estudiados, Tlpl y AerC (Russell et al., 2013; Xie et al., 2010). Puntualizando lo descrito por Lacal y
colaboradores en el 2010, se puede decir, que la abundancia de quimioreceptores como es el caso de A.
brasilense radica en su estilo de vida, ya que se encuentra en ambientes limitantes de nutrientes, donde
su principal requerimiento es encontrar los compuestos organicos exudados por las raices de las plantas

(Zhulin & Armitage, 1993).
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Los estudios bioinformaticos y de cristalografia de algunas MCPs estudiadas, revelan que estas proteinas
estan constituidas por un dominio de unidn a ligando (LBD, acrénimo del Inglés Ligand binding domain),
un dominio de sefializacion (MA signal) y un dominio de adaptacion (Krell et al., 2011). La inspeccidn de
la base de datos de SMART revela que la mayoria de los LBDs permanecen aun sin ser registrados y en el
caso de las MCPs con LBDs anotados, los dominios pertenecen a las familias TarH, PAS, GAF, CACHE y

CHASE (Lacal et al., 2010b).

Basandose en la estructura predicha por los programas SMART y PFAM de la proteina McpA de A.
brasilense y comparandola con la clasificaciéon de las MCPs por las topologias de membrana, realizada
por Wuichet y colaboradores en el 2009 (Fig. 5), la proteina no coincide completamente con las clases
descritas. Todos los grupos dentro de esta clasificacién contienen un dominio sensor y un dominio
HAMP, éste ultimo transmisor de la sefal, donde ambos dominios se encuentran ausentes en la proteina
McpA. La proteina consiste de un dominio transmembranal, un dominio MA signal, donde se encuentra
el dimero de interfase de unién con CheW (Fig. 8), y carece del dominio sensor, ya que sdlo cuenta con
18 residuos de aminodcidos que se localizarian en el periplasma y del dominio HAMP, lo anterior la
ubicaria en una subclase I, de la clase Il, el cual sea un dominio probablemente ain no anotado en las

bases de datos SMART y PFAM.

El alineamiento de McpA con las proteinas Tar/Tsr de E. coli, indicé que los residuos aminoacidicos que
deben ser metilados durante la etapa de adaptacion, estan ausentes en McpA (E: Glutamato, Q:
Glutamina) (Fig. 9); por lo que a diferencia de lo que ocurre con los receptores Tar/Tsr dependientes de
metilacion (Rice & Dahlquist, 1991; Bollinger et al., 1984), sugiere que otro mecanismo regula la
transduccion del estimulo, el cual serd independiente de metilacidon. En A. brasilense Zhulin y Armitage
(1992) propusieron que el sistema quimiotactico dominante, se sustenta en la via independiente de
metilacion, e indicaron que las taxis hacia aceptores de electrones y oxigeno, son tan fuertes que a
menudo enmascaran las respuestas a otros compuestos quimicos, lo que sugiere un papel dominante
para las respuestas dependientes del estado redox en esta bacteria. En efecto, evidencia experimental
reciente mostrdé que en A. brasilense la adaptacion de los receptores de taxis energética AerCy Tlpl es
independiente de metilacién (Russell, 2013; Xie et al., 2010). De la misma manera que lo descrito en E.
coli donde el receptor Aer, que detecta el estado redox de la célula a través de la unidn del FAD (flavin
adenin dinucledtido) involucra un mecanismo de adaptacion sensorial a los estimulos aerotacticos, cuyo

comportamiento es independiente de metilacion (Bibikov et al., 2004). No obstante visto la enorme
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complejidad que sugiere el andlisis bioinformatico con respecto a la presencia de 48 receptores, no se

debe descartar la posibilidad de presentar ambos mecanismos de adaptacion.

Los resultados obtenidos precedentemente, los datos obtenidos del andlisis bioinformatico, asi como la
ubicacidn del gen mcpA en el contexto genético nos motivo a iniciar su estudio fenotipico. Para lo cual
se generd la mutante por insercién de un casete de Km en el gen mcpA (A. brasilense mcpA::Km®), con
este fin, se realizaron ensayos de movilidad, midiendo los halos de crecimiento a las 24 y 48 horas, y de
guimiotaxis a las 4 horas posteriores del experimento. Por otro lado, la mutacién por insercion del casete
de Km, no afectd el marco de lectura del gen que se encuentra rio abajo, debido a que éste se transcribe

en direccidn inversa, aspecto que no tendria efecto sobre el fenotipo observado.

En el ensayo de movilidad, se observa disminucién en el desplazamiento en todos los atractantes
evaluados en la mutante A. brasilense mcpA::Km® comparada con la cepa silvestre (Grafica 3, Tabla 2).
Las microfotografias de fluorescencia nos permitié observar mayor formacién de rocetas (agregados
celulares) en la cepa mutante A. brasilense mcpA::Km® a diferencia de la cepa silvestre (Fig. 20); ademas
de observar la presencia del flagelo en ambas cepas. La mutacién en el gen mcpA, conlleva la
disminucién en la movilidad, debido probablemente a su participacion directa en la transduccién de
sefiales hacia el motor flagelar. Esta mutante también conlleva la formacién de rosetas o agregados
celulares, que aunque son formadas por células moéviles, se comportan como incapaces de explorar su
entorno, utilizando una via dependiente de quimiotaxis (Bible et al., 2012). Alexandre (2015) describe
que las células en estos agregados en A. brasilense, se adhieren a través del polo opuesto flagelar, pero
en las microfotografias tomadas en el presente trabajo de ambas cepas, se presentan unidas a través del
flagelo. Se ha estudiado que los sistemas de quimiotaxis en otras bacterias, controlan la agregacién
celular mediante los receptores de quimiotaxis dedicados a sensar la entrada de la seiial, regulando
estos comportamientos (Alexandre, 2015); tal es el caso del sistema quimiotactico frz de Mixococcus
xanthus, en donde el receptor FrzCD detecta sefales que controlan la agregacién, “swarming vegetativo”
y la respuesta repelente. Interesantemente FrzCD, es un receptor citoplasmatico, que al igual que McpA,
carecen de dominios de sensado, en donde suponen que el dominio C-terminal presente en todas las

MCPs, pueda estar involucrado en la percepcion y transmision de la sefial (Bustamante et al., 2004).

Los ensayos de quimiotaxis (Grafica 4, Tabla 3), donde se evalia de manera estricta el movimiento de la
bacteria hacia el atractante, se observd la disminucidon de la atraccion en tres de los ocho atractantes

evaluados Malato, Succinato y Fumarato, con respecto a la cepa silvestre. Estudios realizados en las
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MCPs, McpS y McpT de Pseudomonas fluorescens Pf0-1 (Oku et al., 2014) y McpS y McpQ de
Pseudomonas putida KT2440 (Martin- Mora et al., 2015), mostraron que ambas proteinas perciben de
manera especifica intermediarios del ciclo de Krebs, como: malato, succinato, fumarato y citrato. Mcp$S
de ambas bacterias P. fluorescens Pf0-1 y P. putida KT2440 contienen un dominio periplasmatico HBM
(Helice Bimodular) que funciona como el dominio sensor, diferencia ya indicada en McpA. Ortega y Krell
en el 2013, reportaron la estructura 3D del dominio sensor HBM de la proteina McpS de P. putida
KT2440, incluye dos mddulos, en donde el malato y succinato se unen al mddulo de la membrana
proximal, mientras que citrato se une al mddulo de la membrana distal. La mayoria de las MCPs
reportadas que participan en quimiotaxis en otros géneros bacterianos, tienen dominios sensores, sin
embargo, en el caso de TIpA de Helicobacter pylori, sensor de arginina y bicarbonato (Cerda et al., 2011),
asi como McpA de A. brasilense (en estudio) que participa en la quimiotaxis hacia compuestos como,

malato, succinato y fumarato, no cuentan con este tipo de dominios.

Las diferencias observadas en el resultado de los diferentes experimentos practicados, son debidas a la
posibilidad de la bacteria de responder de diversas formas al mismo estimulo (Alexandre & Zhulin, 2001),
en el primer caso se revela el mecanismo de quimiotaxis, asi como el de redox taxis; en este ultimo se
explora también la capacidad que tiene la bacteria de metabolizar el quimioatractante. La redotaxis en
A. brasilense es dependiente del metabolismo de los atractantes, es decir, los sustratos mas eficientes
para el crecimiento, son los atrayentes mas fuertes en A. brasilense (Alexandre et al., 2000; Russell,
2013; Xie et al.,, 2010). Mientras que en el segundo ensayo se mide Unicamente la velocidad del
movimiento natatorio y disminucidn de reversion del flagelo. Por lo cual consideramos que McpA esta

involucrada en el proceso de quimiotaxis y redotaxis en esta bacteria.

También fue interesante considerar si el gen mcpA forma un operdn con los genes que se encuentran rio
arriba, lo que nos condujo analizar la presencia de un posible operon y secuencias promotoras. Los datos
predichos por los programas considerados sugieren la presencia de tres posibles promotores, uno en la
secuencia del gen que codifica para la proteina hipotética PAS/PAC, otro en la secuencia del gen cdgA y
uno mas, rio arriba del gen cdgA (Fig. 10). El resultado de un posible operén formado por los siguientes
genes: el gen que codifica para la proteina hipotética PAS/PAC vy el gen mcpA (Fig. 11); por lo tanto se
infiere que probablemente estas proteinas estén acopladas para detectar la sefial, y llevar a cabo la
guimiotaxis hacia estos compuestos. Proteinas MCPs funcionales se han descrito incluidas en operones,
junto con proteinas del sistema de doble componente, como es el caso de Mixococcus xanthus (Moine et

al., 2014), Rhizobium leguminasarum (Miller et al., 2006) y Rhodospirillum centenum (Berleman & Bauer,
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2005) vy en A. brasilense Sp7, AerC se ubica en el operdn Nif, que juega un rol importante en la fijacion

de nitrégeno en esta bacteria (Xie et al., 2010).

Se propone un modelo, en el cual la proteina McpA junto con alguno de los cuatros probables sistemas
de quimiotaxis que se localizaron en el genoma de A. brasilense Sp245, esta probablemente recibiendo la
sefial, a través de la proteina de dominios PAS/PAC. La mayoria de los dominios PAS parecen
desempenar un papel en la transduccién de sefiales, realizando una variedad de funciones en las
proteinas modulares de sefalizacidon, promoviendo la interaccién proteina- proteina, o transfiriendo la
sefial y ademas detectando directamente ciertos estimulos (Henry & Crosson, 2011). La unién de
pequefias moléculas a estos dominios, como es el caso del FAD, le sirve para percatarse de los cambios
en el estado redox de la célula (Bi & Lai, 2015). Por otro lado la transferencia de la sefial se infiere que
seria mediante la interaccién con la proteina adaptadora CheW (Vu et al., 2011) y la cinasa histidinica
CheA, esta se autofosforila, para posteriormente transferir el grupo fosfato al regulador de respuesta
CheY y CheY fosforilada (CheY-P) interactia con el motor flagelar, provocando el movimiento de la

bacteria (Bi & Lai, 2015).

Membrana externa

Membrana citoplasmatica

Citoplasma

Figura 21. Esquema propuesto de la transduccién de sefiales en donde participa la proteina McpA, CheW

Este esquema es propuesto, basandose en el estudio fenotipico y analisis bioinformaticos del gen mcpA.

Es importante mencionar que hasta el momento, no hay proteinas MCPs reportadas que estén
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acoplandose a proteinas PAS/PAC para detectar ciertos compuestos. Es tentador especular que la
funcion de las proteinas McpA y PAS/PAC, podrian compararse con la funcién de Aer de E. coli, (Bibikov
et al., 2004) o AerC de A. brasilense (Xie et al., 2010), los cuales son receptores de redoxtaxis. Cabe
indicar que Aer de E. coli, presenta el mecanismo de adaptacion independiente de metilaciéon, como
quizds sea el caso de la proteina McpA. No obstante, McpA y Aer son estructuralmente diferentes, ésta
ultima presenta los dominios HAMP y PAS (Bibikov et al., 2004), mientras que McpA, no los tiene,
entonces un modelo probable de percepcion de la sefial seria el siguiente: la proteina PAS/PAC
detectaria el estado redox de la célula y mediante una interaccion directa con McpA, modular su funcién

como receptor de quimiotaxis.
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X. Conclusiones

El gen AZOBR_140291 que codifica para la proteina McpA, participa en la quimiotaxis en A. brasilense
Sp245, mediante la deteccion de atractantes evaluados en las condiciones de este ensayo.

La busqueda de los posibles promotores, dio una posibilidad de que probablemente el gen mcpA,
funcione como operdn con los genes que se encuentran rio arriba del gen en estudio.

Xl. Perspectivas

Complementar la cepa mutante mcpA::Km® de A. brasilense Sp245, con el gen silvestre mcpA y evaluar
los fenotipos.

Evaluar la quimiotaxis mediante la colonizacidn en plantas de trigo, y comparar si hay una disminucion
en la colonizacion de la cepa mutante vs cepa silvestre.

Expresar la proteina McpA y realizar ensayos de interaccidon proteina- proteina, y analizar con que
proteina estd interaccionando.

Realizar la mutacién por delecion, del gen que codifica para la proteina con dominios PAS/PAC y analizar
los fenotipos de quimiotaxis hacia distintos atractantes.
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Anexos

Preparacion de medios de cultivo

+ Medio Rojo congo

Reactivos Cantidades para preparar 1L

D.L. malico 5g
Extracto de levadura 05¢g
K,HPO, 058
MgSO, *7H,0 (10%) 2mL
NaCl (10 %) 1mL
FeCl; 1.4 mL
Na,MoO, * 2H,0 (0.1%) 2 mL
Ajustar pH 6.8 con KOH

Rojo congo 15 mL
Agar bacterioldégico 1.5% 15¢g

Esterilizar a 15 Lb durante 20 minutos.

% Medio Luria Bertani

Reactivos Cantidades para preparar 1L \
Peptona de caseina 10g
Extracto de levadura 5g
NacCl 10g
Ajustar el pHa 7 con NaOH 10N
Agar bacteriolégico 1.5 % 15g

Esterilizar a 15 Lb durante 20 minutos.

4+ Medio LB modiicado

Reactivos ~ Cantidades para preparar 1L

Peptona de caseina 10g
Extracto de levadura 5g
NacCl 5g
Cacl, 0.3675g
MgSO, 0.6162 g
AjustaelpHa7con NaOH 10N

Agar bacteriolégico 1.5 % 15g
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Esterilizar a 15 Lb durante 20 minutos.

= Medio Difco

Reactivos Cantidades para preparar 1L

Nutriente Broth 8¢g
MgS0O, . 7H,0 0.25g
KCI 1lg
MnCl, 0.01g
Ajustar el pH 6.8 con KOH

Agar bacteriolégico 1.5 % 15g

Esterilizar a 15 Lb durante 20 minutos.

4+ Medio K- malato

Reactivos Cantidades para preparar 1L \
KH,PO, 0.87g
K,H PO4 1.67¢g
MgS0, 0.29¢g
Nacl 0.48¢g
Acido Madlico 45326 ¢g
Ajustar pH 6.9 con KOH
Agar bacteriolégico 1.5 % 15¢g

Esterilizar a 15 Lb durante 20 minutos.

Posteriormente, complementar el medio en condiciones de esterilidad, con las siguientes soluciones:

Soluciones Cantidades para preparar 1L
CaCl, (0.7 %) 10 mL
FeCl; (1.0 %) 1mL
Na;Mo0O,. 2H,0 (0.5 %) 1mL
NH,CI (20 %) 5mL
Oligoelementos 10x 1mL




Obtencién de ADN gendmico de bacterias

Soluciones:

Buffer STE (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH =8)
Buffer TE (10 mM Tris/1 mM EDTA)

Fenol saturado con Tris-HCl pH =8

Cloroformo- alcohol isoamilico (24:1).

RNasa 10 mg/ml o 1 mg/ml.

1. Preparar un precultivo resuspendiendo una colonia bacteriana en 5 ml del medio adecuado.
2. Agregar una alicuota del precultivo a un tubo de ensaye que contenga 5 del medio de eleccién (para 5
ml de cultivo agregar 50 plL de precultivo). Incubar a la temperatura y tiempo necesario, por ejemplo, 30

°C por 18 horas a 150 rpm para Azospirillum spp.

3. Centrifugar 3 ml del cultivo bacteriano en un tubo Eppendorf a 10000 rpm durante 2 minutos.
Descartar el sobrenadante y resuspender el paquete celular en 400 pL de buffer STE.

4. Centrifugar a 10000 rpm por 2 minutos.
5. Eliminar el sobrenadante y resuspender el paquete celular en 200 puL de buffer TE.

6. Agregar 100 uL de fenol saturado con Tris-HCl (pH =8). Homogeneizar con vértex a maxima velocidad
durante 2 minutos para lisar las células.

7. Centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos a 4°C para separar la fase acosa de la fase organica.
8. Separar el sobrenadante (fase acosa) con ayuda de una pipeta de 200 puL y una punta amarilla a la que

se le haya cortado la punta con una tijera. Colocar el sobrenadante en un nuevo tubo.
NOTA: Cada vez que se separe el sobrenadante de la fase organica se recomienda cortar el extremo de la

punta, con ello se evita aspirar la fase organica.

9. Agregar 50 pL de buffer TE y 200 uL de cloroformo-alcohol isoamilico, homogeneizar por 1 minuto y
centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos.

10. Separar el sobrenadante (recuerde cortar el extremo de la punta) y pasarlo a un nuevo tubo.

11. Agregar 3 pL de una solucién de RNasa a 10 mg/ml o bien 50 pL de una solucidon de RNasa a 1 mg/ml.
Incubar por 15 minutos a 37 °C.

12. Correr 3 pL de muestra mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0.7%.

Fuente: Cheng HR, Jiang N. 2006. Extremely rapid extraction of DNA from bacteria and yeasts.
Biotechnology Letters 28: 55-59
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Obtencion de ADN plasmidico por miniprep (Gilles Morelle)

Tomar una colonia de un cultivo fresco y crecer la bacteria a 37 °C durante 14-16 horas con aireacién
vigorosa a 200 rpm en 5 ml de medio LB en tubos de 16x150mm conteniendo el antibidtico adecuado.

Cosechar los cultivos (de 3 a 5 ml) bacterianos por centrifugacion a baja velocidad (8,000 rpm por 1min)
en tubos de microcentrifuga (eppendorff de 1.5 mL).

Eliminar sobrenadante por decantacién y quedarse solamente con el paquete celular.

Resuspender en 200ul de solucién reguladora de lisis (Soluciéon 1) 50 mM de Tris-HCl (pH 8.0) y de
EDTA 10 mM previamente esterilizada por 20 minutos a 15 libras y 121°C; agregar lisozima
hecha al momento (4 mg/ml).

Mantener el tubo con la solucién 1 durante 5 minutos a °T ambiente.

Después agregar 400ul de la solucidn de lisis (Soluciéon 2) NaOH 200 mM vy (SDS) sodium dodecyl
sulfate al 1%, mezclar por inversién suavemente de 3-6 veces y mantener 5 minutos en hielo, no
excederse de ese tiempo. Nota: La suspension debe ser claray viscosa.

Agregar 300pl la solucidn de precipitado (Solucién 3) de acetato de potasio 3.0 M pH 5.5 ajustado con
acido acético, mezclar suavemente por inversién de 3 a 6 veces.

Incubar a -20 °C por 30 minutos para que precipite el mayor contenido en proteina, RNA de alto peso
molecular y DNA cromosdmico.

Centrifugar por 15 min a 14,000 rpm y a 4 °C (Centrifuga refrigerada).

Tomar el sobrenadante por aspiracion y transferirlo a un segundo tubo limpio y estéril, centrifugar
nuevamente a 14000 rpm por 15 minutos.

Tomar el sobrenadante por aspiracidn y transferirlo a otro tubo limpio y estéril , agregar 200 pL fenol
saturado con Tris/HCI 0.1 M ajustado a un pH=8 y 200 pL Cloroformo-alcohol Isoamilico,
previamente preparados; mezclar suavemente por inversién durante 5 minutos y centrifugar a 10,000
rpm por 5 minutos.

Separar sobrenadante por aspiracién y transferirlo a otro tubo limpio estéril, agregar 200 pL fenol
saturado con Tris/HCI 0.1 M, ajustado a un pH=8 y 200 uL Cloroformo-alcohol Isoamilico, mezclar
suavemente por inversion durante 5 minutos y centrifugar a 10,000 rpom por 5 minutos.

Después de haber hecho dos lavados con la mezcla de fenol/cloroformo-alcohol isoamilico hacer un
ultimo lavado con Cloroformo- Alcohol-Isoamilico para eliminar el exceso de fenol; mezclar por inversion

y centrifugar a 10,000 rpom por 5 minutos.

Aspirar el sobrenadante y transferirlo a un tubo nuevo y estéril tratando de estimar la cantidad obtenida
para calcular la cantidad de isopropanol a utilizar.
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Afadir 0.6 volumenes de Isopropanol (400ul-500pl) e incubar a °T ambiente por 10 minutos para
precipitar el DNA que se encuentra en el sobrenadante.

Centrifugar por 30 minutos a 14,000 rpm a 4° C (Centrifuga refrigerada)

Eliminar el sobrenadante por decantacién cuidando no perder la pastilla que se encuentra en el fondo
del tubo que presenta un aspecto, que va de transparente a blanco

Posteriormente eliminar las sales que puedan haber precipitado junto con la pastilla, con un mililitro de
etanol al 70%, mezclar suavemente por inversion de 2-3 veces y centrifugar por 5 minutos a 10,000 rpm

a 4 °Cen la centrifuga refrigerada, repetir el proceso 2 veces.

Poner los tubos invertidos sobre un papel filtro para secar la pastilla y eliminar el exceso de etanol
hacerlo de 15 a 30 minutos a °T ambiente.

Resuspender la pastilla en 50uL de una solucién de RNAsa de 0.1mg/ml e incubar a 37 °C por 20-30
minutos.

Preparacion de soluciones.

» Fenol saturado con Tris/HCl 0.1 M ajustado a un pH=8

Se hace en base al protocolo indicado por el proveedor (Invitrogen Ultra Pure Phenol)
» Cloroformo /Alcohol Isoamilico (Se encuentran en el drea de solventes)

48 mL de Cloroformo

2 mL de Alcohol Isoamilico

Preparar 50 mL (Hacerlo en la campana de extraccion)

Almacenar a 4°C en un frasco dmbar

» Isopropanol (Se encuentra en el 4rea de solventes)

Hacer una alicuota de 50 ml
Almacenar a 4°C en un frasco ambar

» Etanolal 70 %
70 ml de alcohol etilico absoluto (Se encuentra en el drea de solventes)
30 ml de H,0 inyectable
Ajustar el volumen a 100 ml con H,0
Almacenar a 4°C en un frasco ambar

» Solucion de RNAsa (Almacenada a -20 °C)

Para un mililitro: 990 ul de H20 + 10 pl de una solucidn stock que se encuentra a 10 mg/ml de RNAsa.
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Resuspension de iniciadores

Los iniciadores adquiridos estdn a 0.0322 umol y se resuspenden en 0.000322 L, para obtenerlos a una
concentraciéon de 100 uM, de los cuales se hicieron tres alicuotas a una concentracion de 10 uM,
requerida para llevar a cabo la reaccion de PCR.

Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccidn en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas en inglés (Polymerase Chain
Reaction), es una técnica de biologia molecular desarrollada en1986 por Kary Mullis, cuyo objetivo era 'y
es obtener un gran nimero de copias de un fragmento de DNA determinado, partiendo de una cadena
molde.

Las condiciones para la mezcla de PCR para amplificar el gen silvestre y el gen con la insercién del casete
de Km son las siguientes:

HZO 9.3uL
1 ciclo 95°C -7 min

DMSO 1pul { 95°C - 305
;gx 'ﬁiﬂB"c‘Ter (-Me) i ;; ] 30 ciclos-| 58°C-30s

mivi VgL, e 72°C—2min
10mMdNTP 4 uL 1 ciclo 72°C—-7min
Forward 0.5 uL 4°C-a
Reverse 0.5 uL
DNA (1:10) 1.25 uL
Taq Platinum 0.2 uL

Nota: En el caso de la mutante, el tiempo de extension es de 3.5 minutos.
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