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RESUMEN

Azospirillum brasilenses una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal que produce la fitohormona
acido indot3-acético (AlA), una molécal de sefalizacién involucrada en el procesos de interaccion
bacteriaplanta. La biosintesis de AlIA ekeospirillumse lleva a cabo principalmente a través de la via

del &cido indo3-piravico (AIP). La enzima fenilpiruvato descarboxilasa (PPDC) es codéipar el gen
indolpiruvato descarboxilasgp@C). En este trabajo, se analizé la posible variabilidad genética del gen
ipdCy de su regién reguladora de cepagf\dbrasilenseaisladas de diferentes plantas y procedentes de
diferentes regiones geograficasis cepas bacterianas fueron identificadas a través de la amplificacion y
secuenciacion del gen rRNA 16S. La comparacion de lasaewse nucledtidode la region reguladora

de ipdC mostr6é que los elementos eis, los cuales son importantes para Engcripcion depdC,
estuvieron muy conservados entre las cepds theasilensenalizadas. La comparacién de la secuencia

de nucledtidos dedC, asicomo de la secuencia deducida de aminoacidos de las PPDCs, mostrd que
existe poca variabilidad genétieatre los aislados.

Previo a este trabajo se demostré que la transcripciGpddeen Enterobacter cloacaes inducida
directamente por el regulador transcripcional TyrR, el cual regula la expresion de genes involucrados en
el transporte y metabolismo deinoacidos eischerichiacoli Ry u 0 P a tntestentrabaj@, 6e0 8 ) .
analiz6 la posible participacion de TyrR en la regulacion de la expresipa@enA. brasilenseésp7. En

una cepa mutadan el gentyrR, nombradaA. brasilense2116, la producciéme AlA disminuyé 18%
comparada con la cepa silvestre Sp7. No obstante, un analisis transcripcional utilizando una fusiéon
transcripcionalcromosomicaipdC-lacZ mostré que TyrR no esta implicado en la regulacion de la
expresion degpdC. A través de un anaissbhioinformatico del genoma de brasilensé&p7 se encontraron
probables sitios de unién para TyrR en promotores de genes que, probablemente, estan implicados en la
biosintesis de AlA, lo cual sugiere que TyrR controla la biosintesis de AlA a travésrdecanismo
indirectocomo el transporte de triptéfano al interior de la célula o la biosintesis de tript&fpesar de

gue se han identificado los elementos del promotor que son importantes para la transcripdiCreinle

A. brasilensglos factoresm®transinvolucrados en su expresion no han sido identificados. En este trabajo,
mediante ensayos de cromatografia de afinidad a B®&lAislaron proteinas que intdteron con el
promotor depdC. La identificacion por espectrometria de masas revel6rdtsipas con dominios
hélicevueltahélice las cuales podrian estar involucradas en la expresigpd@e Estas proteinas
correspondieron a un regulador transcripcional de la familia LuxR y a un regulador transcripcional de la
familia MarR las cuales feron nombradas LibR (pdruxR-family indole-3-acetic acidbiosynthesis

regulator) y MibR (poMarR-family indole-3-acetic acidbiosynthesisregulator), respectivamente. La



expresion dépdC en una mutante con una delesionidR, nombradaA. brasilense2113, disminuyo 4
veces(25%) con respecto a la cepa silvestre. En una mutante con una delesiminRi@ombradaA.
brasilense2114, la expresién dipdC disminuyé ligeramente con respecto a la cepa silvestre, pero la
diferencia entre ambas no fue estadéstiente significativa. En una doble mutditR®-mibR nombrada

A. brasilens@115, la expresién dpdC disminuyd 7 veces con respecto a la cepa silvestre. Por otro lado,
la cepa 2113 produjo 31% menos AlA que la cepa silvestre, mientras que la cepanglijpligeramente
menos AIA que la cepa silvestre pero la diferencia entre ambas no fue estadisticamente significativa.
Curiosamente, la doble mutartebrasilens@115 produjo 51% menos AIA que la cepa silvestre. A través
de un andlisis bioinforméticdel promotor depdC se encontran probable sitio de union a IRy un
probable sitio de unién a Mity los cuales se sobrelapan con una repeticion invertida localizada rio arriba
deunprobald si ti o de 5uBmtonjuntodos refultados prasentados en este trabajo sugieren
gue LibR y MibR coregulan la expresionigdCdonde LibR actliia como un activador mientras que MibR
posiblementeactia como un antiactivaddgste trabajo apta nuevoshallazgossobre la regulacion
transcripcionatieipdC que permitewomprender el mecanismo empleadofdorasilensgpara controlar

la biosintesis de AlA.

ABSTRACT

The pgant growthpromoting rhizobacteridzospirillum brasilenseroduces th@hytohormone indol&-

acetic acid (IAA), a signaling molecule involved in bactgiant interaction. IAA biosynthesis in
Azospirillum occur mainly through the indoel@pyruvic acid (IPyA) pathway. The indole pyruvate
decarboxylaseigdC) gene encodes theey enzyme in this pathway, phenylpyruvate decarboxylase
(PPDCQC). In this work, the possible genetic variability betwipd@ gene, and its regulatory sequence from

A. brasilensestrains isolated from different plants and geographic regions was andgetetial strains
wereidentified by PCR amplification and sequencing of the 16S rDNA gene. Nucleotide comparison of
the ipdC regulatory region revealed thais-elementspreviously shown to be required foripdC
transcription were highly conserved betwéebrasilensestrains. Both, nucleémle sequence gpdC and
deduced amino acids sequence of the PPDCs, reviealelbvels of genetiovariability between the
isolates.

Transcription ofipdC in Enterobacter cloacadas beerdeterminedto be directly inducedy the
transcriptional regulator TyrR, which regulates genes involved in aromatic amino acid transport and

metabolism irEscherichia coli(Ryu U Patten, 2008)In this work, the possible involvement of TyrR in



both,ipdC gene regulation anitcidole-3-acetic acid biosynthesis f. brasilenseSp7 was analyzed. The
production of 1AA in atyrR insertional mutant, denotedl. brasilense2116, was decesed by 18%
compared to wildype strain. However, transcriptional analysis uspafC-lacZ chromosomal reporter
fusion revealed that TyrR is not involvedipdC transcriptional regulation. A genoméde analysis of
A. brasilense&sp7 revealed putative TRrbinding sites in promoters of genes probably involved in indole
3-acetic acid biosynthesis, which ggest that TyrR controls IAA biosynthesiBrough anindirect
mechanisnsuch has tryptophan biosynthesis and transport into thdteeils shown in praeus studies
that promoter elements arequired foripdC transcription inA. brasilensghowever, until now, trans
acting transcriptional factors involvedijdC expression have not been yet identifi€d.identify trans
acting transcriptional factorsegulating ipdC expression DNA affinity chromatography and mass
spectrometry were utilized to isolate and identify proteins that interactpsli@promoter. Two putative
transcriptional regulators with helbarn-helix domains were identified that bindtteeipdC promoter: a
LuxR family and a MarR familyranscriptional regulator that weramed LibR CuxR-family indole 3-
acetic acidbiosynthesigegulator) and MibRMarR-family indole-3-acetic acidviosynthesigegulator),
respectively. AlibR deletion mtant, denoted?. brasilense2113, showed a-tbld lower level ofipdC
transcript compared to wiltype strain. The levels gidCtranscript were slightly lower inraibRdeletion
mutant, denotedA. brasilense2114, albeit not statistically different frorthe wildtype strain.
Interestingly, dibR-mibRdouble mutant, denotedl. brasilense2115 showed a Fold decrease iipdC
transcript level compared to the wild type strain. On another hand, the IAA production was decreased by
31% in the strain 2113 coraped to wildtype strain and slightly lower in the stra2i14 albeit not
statistically different from the wildype strain. Interestingly, levels of IAA in the double mutAnt
brasilense2115 were decreased by 51% compared to the wild type strain.@ioatfc analysis apdC
promoter revealed a potiéad LibR binding site and a MR bindingsite These sites overlaps a previously
identified inverted repeat upstream of a putafi¥ebinding site. Taken togetheall data obtained here
suggest that bofi.ibR and MibR coregulate thpdC expression where LibR acts as an activator avhil
MibR acts as an antiactivatofrhese findings pragie novel insight in the transcriptionadgulation of
ipdC that contribute to our understanding of the regulatory méstmaemployed byA. brasilensen

controlling IAA biosynthesis.



1. INTRODUCCION

La rizésfera, la zona del suelo que rodea y que esta influenciada por las raices de las plantas @tartmann
al., 2008) es el habitade una gran cantidad de microorganisrnomo bacterias, hongos, oomicetos, virus

y arqueasasi como algunos protozoaridsstos organismos son atraidos [&s rizodeposiciones, tales
comolos nutrienteslos exudados y el mucigel liberados por las raices de las plantas, lo cual les permite
establecerse en la rizésfera o colonizar el tejiderimd de la raiz causando variefectos sobre el
crecimiento y nutricién de la planta huéspé&thilijppot et al, 2013) Estos microorganismos pueden
establecer una relacion de simbiosis, asociacion tistua parasitismo con la planta. Las asociaciones
mutualistas se clasifican en dos tipos: protectores contra patégenos y proveedores de nutrientes como los
hongos arbusculares micorrizicos y las bacterias que producen sustancias reguladoras delt@recimien
vegetal (Lamberst al, 2009). A estas Ultimas se les conoce como rizobacterias promotoras del crecimiento
de la planta (PGPRdgbido a que generan un efecto positivo en las pldraadacterias que mas abundan

en la rizésfera son las perteneciertés subclase alfa de las proteobacterias seguido por las subclases beta
y gamma (Chowvet al, 2002). La subclase alfa incluye la rizobacteria fijadora de nitr&geospirillum

uno de los géneros mas estudiados en la actualidad debido a su cageaidadntael crecimientoy el
rendimiento de numerosas especies vegetales de interésa@té®la s h Bashan004).

Las bacterias del génefaospirillumson rizobacterias Gram negativas, fijadoras de nitrégeno dibriela
deforma curva (vibroide), producen flagelos polares y peritricos. Hastareento se han identificado 19
especiedas cuales estan listadas en el sitio web LPSN (List of Prokaryotic Names with Standing in
Nomenclatureywww.bacterio.net/azospirillum.htmfecha de consulta: 20ldunque las mas estudiadas

han sdo A. brasilensey A. lipoferum Contienen de 6 a 7 replicones y el tamafio de su genoma varia
dependiendo de la especie o de la cepa y oscila entfetadegabases con un contenido de G + C del 67
68% (WisniewskiDyeet al., 2012). Las bacteriakel géneo Azospirillumhan sido aisladas de mas de 100
especies de plantas y mejoran significativamente el crecimiento y la productividad de plantas de interés
agricola en condiciones de cam@aghan y ddashan, 2010 La estimulacion del crecimiento vegetal

por Azospirillumspp. se debe a varios mecanismos como la produccion y secreditohdemonas (Tien

et al, 1979; Bottiniet al, 1989), oxido nitrico (Creust al, 2005), &cido abscisico (Cohenal, 2008),

asi comeel incremento en la disponibilidate nutrientes (Rodriguezt al, 2004; Bashan y dBashan

2005; Hungrieet al, 2010),la fijacion biolégica de nitrégeno (dgasharet al, 2012) yel incremento de

la resistencia a patogenos (Tortetal, 2011), entre otros. Incluso, se ha propuasthipoétesis aditiva

la cual sugiere que los mecanismos mencionados anteriormente puededaatanera conjunta (Bashan

y deBashan, 2010De todos estos mecanismpspbablemente los mas importantes son la produccion de


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

la fitohormona acido indeB-acético (AIA) y éxido nitrico (ON) debido a que son los principales

responsables de los efectos observados sobre el sistema radicular.

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

crecimiento vegetal

El AlA regula grarparte de los procesos del desarrollo de las plantas como la embriogémesist(al,
2003, la organogénesis de las raices, incluyendo la dominancia apétahérdtet al, 2000; Benkovét
al., 2003 y el desarrollo del tejido vasculavigttssonet al., 2003, asi como el crecimiento diferencial
durante el tropismd-fiml et al, 2002) senescencid(lis et al., 2003, interaccion plantpatégenoazan
et al,, 2009, respuesta al estrés abibtitignget al, 2010, entre otros.

El AIA es la pricipal fitohormona producida por las plantas y también es sintetizado por diversos
microorganismos incluyendo hongos y bacterias como las PGPRs. La funcién del AIA producido por
bacterias ha sido estudiado desde hace mas de tres décadas, cuando sé dascjulega un papel
importante como factor de virulencia para la formacién del tumor en la planta, inducisigrpoacterium
tumefacieny Pseudomonas syringgev. savastano(Smidt y Kosuge, 1978; Thomashat al, 1984).
Desde entonces se han encordrdiVersos géneros bacterianos que producenpéi con efecto no
patdgencentre los que se encuentrAmospirillum Enterobacter Azotobacter PseudomonasBacillus
(Ahmad et al, 2008; Raddidiet al, 2008; Hasseni Labuschagne, 2010; Sokolow al, 2011),
Methylobacterium extorquen@vanovaet al, 2001) yPaenibacillus polymyxgLebuhnet al, 1997).
Recientemente se han reportado otros géneros bacterianos que sintetizan AlA erSghilemonas
pseudosanguni (Thepsukhonet al, 2013), StaphylococcusMethilobacterium (Jiang et al, 2013),
Streptomices sgLin y Xu, 2013),Burkholderia phytofirmangNaveedet al, 2015), entre otroslien et
al., (1979) fueron los primeros en sugerir das bacterias rizsféricas del génerdzospirillumpodian
mejorar el crecimiento vegetal a través de la produccion de fitohormonas como ebAdAaduccion de
AIA depende de la especie, la cepa, las condiciones de clgtizoncentracion de triptéfane) pH, la
oxigena&ion ydela fase de crecimiento (Croziet al., 1988; Omayet al, 1993).En un estudio llevado a
cabo en 40 cepas deospirillumspp. aisladas de diferentes plantas y regiones geograficas se encontrd que
la produccion de AIA en medio minimo con malatomplementado con triptéfano oscila entre B&87
pg/ml (Jijon-Morenoet al, 2015. El triptéfano es considerado el precursor del AlA debido a que la adicion
de este amino&cido a los cultivos de bacterias productoras de AlA resulta en una mayor proeestan
fitohormona (Wrightet al, 1991).



1.2. Vias de produccion de AlA enA. brasilensebasado en analisis genéticos, bioquimicos

y bioinforméaticos

La identificaciéon de algunos genes implicados en la biosintesis de AAbeasilense en otre géneros
bacterianos, se han identificado a través de la construccion y caracterizacion de mutantes afectadas en la
produccion de AlA, asi como a través de la caracterizacion bioquimica de algunas enzimas que catalizan
la formacion de compuestos intermediarios devias dependientes de triptéfaride esta forma se han
identificado cuatro vias metabdlicas dependientes de tript6fano en bacterias deAgéspnillum via

del &cido indof3-piravico (AIP) via de la indeB-acetamida (IAM), via del inde8-acetonitiio (IAN) y

via de la triptamina (TAM), asi como una via independiente de triptéfignoa 1) (Prinseret al,, 1993;
Costacurtat al.,1994 CarrefieLépezet al, 2000).
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Figura 1. Vias de biosintesis de AIA en bacteriad as lineapunteadas indican las reacciones en las que no se han identificado
las enzimas implicadas. Abreviaturas: IPDC, Indol piruvato descarboxilasa (adaptado ¢ &y2a14).

1.2.1Via del &cido indo}3-pirtvico

La principal via de produccion de AIA énbraslensey en otras rizobacterias es la del intermediario acido

indol-3-pirdvico. La via consiste de tres etapas, en la primera el precursor triptéfano es transaminado a
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acido indot3-piravico por una aminotransferasa y posteriormente este Ultimo es defleddpor una
indol piruvato descarboxilasa formando in@ehcetaldehido, el cual a su vez es oxidado por una indol
acetaldehido deshidrogesa para formar AlA (figura 1En bacterias, las aromatico aminotransferasas que
participan en la primera reacnide la via, esto es, la transaminacién del tript6fano para formar acido indol
3-piravico, han sido caracterizadas a nivel bioquimico en diversos estudios (RuckdtaktH€88, Baca

et al, 1994; SoteUrzuaet al, 1996; Geet al, 2009; Szko@g Bielawsky, 2013). La enzima indol piruvato
descarboxilasa es codificada por el gafCy se considera la mas importante en la via debido a que la
mutacion depdC en diferentes cepas de brasilenseauso6 una disminucion de entre el 10 y el 50% en la
biosinesis de AIA comparada con la cepa silvestre (Carkéfezet al, 2000, Malhotra y Srivastava,
2008; Costacurtat al.,1994; Zimmeret al, 1998).Hasta la fecha se ha secuenciado el genoma completo
desietecepas del génerdzospirillum,entre los queesencuentradzospirillumsp. B510 (Kaneket al.,
2010),A. brasilense&Sp245 (WisniewskDyé et al, 2011) A. lipoferumdB (WisniewskiDyéet al., 2011),

A. brasilenseAz39 (Rivieraet al, 2014),A. brasilenseCBG497 (WisniewskDyé et al, 2012),A.
thiophilumDSM 21654 (Kwak &Shin, 2016; Fomenkoet al, 2016) yA. brasilenseSp7 (Kwak y Shin,
2016, articulo no publicadd)adisponibilidad de Isecuencia genémica completaAlérasilenseSp7en

el GenBank(Kwak y Shin, 201B nos permitidencontrarproteinas homoélogague participaren la
biosintesis de Alfen otras bacterigsabla 1).

Tabla 1. Enzimas probablemente implicadas en la produccion de A énasilenseSp7 basado en analisis bioinformaticos.

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

Acceso genbank de acceso (similitud)

A. brasilenseSp7 genbank

ALJ37565.1 Histidinol fosfato ~ YP_003613824. E. cloacaeATCC 13047 29% (48%) Kogaet al, 1994
aminotransferasa
Histidinol fosfato ~ WP_011%8434.1 A. baumanniATCC 17978 29% (49%) Nwugoet al, 2013
aminotransferasa

ALJ36000.1 Indol piruvato AF285632 E. cloacaeUWS5 (antesP. 29% (44%) Patten 0 G
descarboxilasa putidaGR122)

ALJ34554.1 Aldehido AY850388 A. brasilenseYu62 99% (98%) Xie et al, 2005
deshidrogenasa
Aldehido XP_758655.1 Ustilago maydis 44% (60%) Basseet al, 1996
deshidrogenasa

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

ALJ36000.1 Indol piruvato AF285632 E. cloacadUWS5 (antes 29% (44%) Patten U G
descarboxilasa P.putidaGR122)

ALJ34554.1 Aldehido AY850388 A. brasilenseYu62 99% (98%) Xie et al, 2005
deshidrogenasa
Aldehido XP_758655.1 Ustilago maydis 44% (60%) Basseet al, 1996
deshidrogenasa

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

ALJ39111.1 Nitrilasa CAL26199.1 B. amyloliquefacienEZB42 25% (40%) Idris et al, 2007
Nitrilasa AFY19658.1 Pseudomonas spjW4 27% (37%) Ducaet al, 2014

ALJ35078.1 AlA CAL26203.1 B. amyloliquefaciens 34% (50%) Idris et al, 2007
acetiltransferasa FzZB42




De acuerdo a este analisis BLAST (Altschul et al., 1997),la cepa Sptontiene todas las enzimas que
participan en la via del &cido ind®pirdvico que incluyen dos aromatico aminotransferasas, la arematic
aminotransferasa 1 (AAT1) y la aromético aminotransferasa 2 (AAT2) codificadas por lo$ig€igs

hisC2 respectivamente. El gdiisClse identifico previamente en una genoteca derasilensesp7 y se
encontré que tiene una pequefia contribuciéragmrdduccion de AIA y ademas se expresa tanto en vida
libre como en asociacidn con la planta de trigo (Castrerreroet al, 2011). La secuencia traducida del
genhisC2tiene una identidad del 29% (48% de similitud) con una triptéfano aminotransfeEasdaiecae

ATCC 13047, la cual cataliza de manera reversible la transaminacion de triptéfano para producir acido
indol-3-pirtvico y glutamato (Kogat al,, 1994).

El genipdC de A. brasilenseSp7, el cual codifica para la indol piruvato descarboxilesatribuye de
manera significativa en la produccion de AIA debido a que una mutante en este gen produjo sélo el 25%
de indoles totales de lo que produjo la cepa silvestre (Cargiezet al, 2000). La secuencia traducida

de ipdC de A. brasilenseSp7 preenta una identidad del 99% (99% de similitud) con la indol piruvato
descarboxilasa d&. brasilenseSp245, la cuatontribuyeen alrededor de un 90% en la produccion de AlA

y cataliza la descarboxilacion del acido in@giravico paa formar indol3-acetldeido (@stacurteet al.,

1994) y comparte un 29% de identidad (44% de similitud) con la secuencia tradupid@ dieE. cloacae

UWS5 que contribuye en alrededor de un 95% a la produccion de AlA en presencia de triptéfané (Patten
Glick, 2002).La enzima que participa en la Ultima reaccion de laddgbAIP, esto es, laleshidrogenacion

del indo}3-acetaldeido para formar AlA, ha sido reportada recientenpemt8haoet al, (2015) EnB.
amyloliquefascienSQR9 se identificaron dos genes que podriaar éstolucrados en la via del acido
indol-3-pirtvico; una indol piruvato descarboxilasa codificada por el yy#@ (No. de acceso NCBI
V529 03400) y una acetaldehido deshidrogenasa codificada por @lhg&{No. de acceso NCBI
V529 19360). Las mutantes ks geneyclCy dhaSprodujeron un 45 y 23% de AIA de lo que produjo

la cepa silvestre, respectivamente (Shtal, 2015). En el genoma de la cepa Sp7 se encontraron dos
aldehido deshidrogenasas que podrian participar en la Gltima etapa de la liadn¢4a. Una de estas
proteinas comparte un 99 y 44% de identidad con una aldehido deshidrogehdsasitenseru62 y de
Ustilago maydisrespectivamente (tabla 1). Bn brasilenseYu62 el genaldA, el cual codifica para la
indol acetaldehido deshimgenasa AldA, se identific6 en una biblioteca de mutantes generadas por
transposicion de Tn5. La mutacion dielA afectd la produccion de AIA en alrededor de un 50% con

respecto a la cepa silvestre (ieal, 2005).



1.2.2 Via del indol-3-acetonitrilo

Existe la evidencia fisioldgica de la presencia de otras vias de biosintesis de AlfbmsilenseSp7
ademas de la via del acido indol piravico (Carrefipezet al, 2000), sin embargo, hasta el momento no
se han identificado los genes o enzimas que faaticen tales vias. Una de las vias alternativas de
produccion de AIA en bacterias es la via del irglakcetonitrilo, en la cual el ind@acetonitrilo es
deshidratado a ind@-acetamida por una nitrilo hidratasa o poa nitrilasa y posteriormenteté es
convertido a AlA por una indol acetamida hidrolasa (fig. 1). Alternativamente, el3ratdtonitrilo es
convertido directamente a AlA por una nitrilasa (Pattesl., 2012; Ducat al., 2014). Utilizando células
permeabilizadas, Carrefidpezet d., (2000) observaron la conversién enziméatica de iBauatetonitrilo

a AlA en una cepa silvestre de brasilenseSp7 y en una mutante en el gpdC, lo cual constituye una
evidencia de la posible existencia de esta via.dorasilenseLa busqueda eBLAST (Altschul et al,
1997)reveld la presencia de una nitrilasa que comparte un 25% de identidad (40% de similitud) con una
nitrilasa deB. amyloliquefaciend=ZB42 codificada por el geghcX (tabla 1). Una mutante dB.
amyloliquefacien$ZB42 en el geyhcXprodujo solo el 50% de AlA de lo que produjo la cepa silvestre
(Idiris et al., 2007).

1.2.3.Via de la indol3-acetamida

La via de la indeB-acetamida ha sido bien caracterizada en bacterias. En esta via de dgsektapas
triptéfano es convertma indot3-acetamida por la enzima tripté6fa@emonooxigenasa (laaM), codificada

por el geriaaM. En la segunda etapa el IAM es convertido a AlA por una indol acetamina hidrolasa (laaH),
codificada por el geraaH (Pollmannet al.,2006).La existencia desta via er\. brasilensdue sugerida

en los trabajos de Prinsen al, (1993) quienes determinaron la existencia de iBeémletamida en la
fraccion sobrenadante del medio de crecimiento, sin embargo, el andlisis del genoma comfleto de
brasilenseSp7 no mostrd la presencia de genes homaélogos que participan en esta via. En contraste, en un
andlisis del genoma completo Aleospirillumsp. B510 reportadpor Kanekeet al, (2010) se encontraron

dos genes homologosaaM eiaaH, los cuales podrian esiavolucrados en la sintesis de AlA a partir de

la via de la indeB-acetamida en esta bacteria, lo cual sugiere que existe variacion en cuantosdias via

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



1.3. El &cido indadl-3-acético como molécula sefial en la interaccion bactefdanta

Generalmente labacterias producen pequefias moléculas de sefalizacion que estan implicadas en el
proceso de transduccion de sefiadésual se inicia a partir de un estimulo ambientatlalar, y a partir

de esta informacién reaccionan rdpidamente transmitiendo dichas sefiales a la maquinaria transcripcional,
la cual altera la expresion de genes en la célula produciendo una respuesta adaptativé (Bassir,

2006). Algunas bacteriagcretan pequefias moléculas conocidas como auttonesientre ellas destacan

las de tipacil- homesernalactona (Eberharcet al, 1981), el acido metil éstedBdroxipalmitico (Flavier

et al, 1997), la sidroxi-2-alquil-quinolonas (Duberst al., 2008), la 2hidroxipentadecand-ona (Spirig

et al, 2008) y la pcoumaroithomoseridactona (Schaefeet al, 2008). Estos autoinductores son
moléculas que permiten a las bacterias detectar su propia densidad poblacional seguido por la expresion de
genesimplicados en diversos procesos celulares como bioluminiscencia, diferenciacién morfologica,
secrecidn de factores de virulencia, formacion de biopeliculasudapidn, entre otros (Basslerl&®sick,

2006).

Ademas de las moléculas mencionadas anteritenese ha descubierto que otras moléculas de tipo
hormonal funcionan como sefial en el proceso de comunicaciéncélullay microorganismbospedero

Se ha mostrado que el AIA funciona como molécula sefial en varios microorganismos asociados a plantas
debido a que permite la expresion de genes que participan no solo en su propia biosintesis o catabolismo,
sino también en otros procesos como la formacién de biopelicula, biosintesis de exopolisacéaridos,
resistencia a condiciones de estrés (calor, fricdessmotico, estrés oxidativo y desecacion), entre otros
(figura 2)(Donatiet al, 2013; Biancet al, 2006; Biancet al, 2009).

El papel del AIA como molécula sefial @n brasilensefue revelado por un trabajo del grupo de J.
Vanderleyden. El analsde la expresion de genes inducidos por AlA se evalué mediante un estudio de
microarreglos e\. brasilenseSp245 y su mutante isogénica en el ge&C, la cual produce muy bajos

niveles de AIA comparado con la silvestre (Puyvelda., 2011) En la mdante, se disminuy0 la expresion

de 39 genes que codifican proteinas ribosomales, mientras que aumento la expresion de genes que
pertenecen a un sistema de reduccién de nitratos. Este sistema juega un papel muy importante en la
desnitrificacion aerdbicagn la adaptacién a un metabolismo anaerdbico. Ademas se observo un aumento
en la expresion de genes que codifican proteinas de transporte, entre ellos, transportadores de union a ATP

y transportadores peripldsmicos independientes de ATP (TRAP).
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Figura 2. Modelo propuesto de la sefializacion mediada por AIA en bacterias asociadas a plantakiriptéfano que se
encuentra en la rizosfera es captado por las bacterias asociadas a la planta y es utilizado para diversos procesasybioquimico
metabdlicos. Uno de estos procesos es la biosintesis de AlA, en el que el triptéfano es convertido a AIA en una rutadmzimatica

3 etapas. En la primera etapa el triptéfano es transaminado para formar acie®piidato (AIP) y en la segunda el AlA es
descaboxilado para formar ind8tacetaldehid@lAD). Finalmente, en la tercaretapa el IAD es deshidrogenado para formar AlA.

Es probable que el AIA que se encuentra en la rizésfera como producto del metabolismo microbiano pueda ser internalizado a
travésde transportadores especificos localizados en la membrana citoplasmatica bacteriana. En el interior de la célula el AIA actda
como molécula sefial activando o reprimiendo la expresién de varios genes cuyos productos proteicos participan de taanera direc
o indirecta en diversos procesos como la formacion de biopelicula y la sintesis de exopolisacaridos. Ademas, permitmla expresi
de genes implicados en el ensamble del sistema de secresion tipo VI (SSTVI) y transportadores de tipo ABC, mientrag que repri

la expresion de otros genes, por ejemplo los que participan en el ensamble del flagelo y los que dan lugar a proteiaakeacepto
metilos (MCPs). Aunque se desconoce el mecanismo por el cual el AlA ejerce su actividad de sefializacion, es posible que actu
de manera similar a otras moléculas de sefializacidn, por ejemplo sirviendo como ligando de factores de transcripaion que, a s
vez, regulan la expresion génica de manera positiva 0 negativa. El AIA excretado hacia el medio extracelular es captado por |
planta en donde puede actuar como molécula sefal para la expresion de genes implicados en procesos como la division celular,
diferenciacion celular y en la respuesta sistémica ind(idgveldeet al, 201;Donatiet al, 2013)

Estas proteinas estanplitadasen la importacion dearbohidratos & bacteria y esto le podria permitir

captar nutrienteslel ambiente rizosférico. Ademas, el AIA agregado al medio de cultivo aumentd la
expresionde genes que codificaparaproteinas del stema de secrecidipo VI (SSTVI). Este sistema

consiste de un grupo de proteinas que forman una estructura similar a un tubo de inyeccioén a través del cual
la bacteria transporta proteinas efectoras a otras células, por ejemplo a otras bacterias o0 a las células de I
plan& huésped (Coulthurst, 2018n conjunto, stos resultados demuestran que el AIA actia como una

molécula de sefializacion en la interaccion bacigaata (Puyveldet al, 2011).
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En B. japonicumy enE. coli, el AIA agregado de manera exégena al medioultivo causé un aumento

en laproduccién de biopelicula y de exopolisacaridos (Doettdl, 2013; Biancoet al, 2006). La
produccién de biopelicula y exopolisacaridos suele ser esencial para las bacterias que habitan el suelo
debido a que les permitresistir las condiciones ambientales fluctuantes y estresantes que suelen
encontrarse en la rizosfe@gchlanyet al, 2001; Salunkhet al, 2005).

Otro de los genes que aumentan su expresién en presencia de AlA son los del propio catabolismo del AlA.
En B. japonicumy A. brasilenseSp245 el AIA caus6 un aumento en la expresion de genes que codifican
para la enzima indol piruvato ferredoxin oxidorrreduct&smétiet al, 2013;Puyveldeet al, 2011). Esta

enzima cataliza la descarboxilacion oxidatiesarilpiruvatos y es la proteina citoplasmatica mas abundante
enPyrococcus furiosu@Viai et al,, 1994) y se sugiere que podria estar implicada en el metabolismo de AIA
(Donatiet al, 2013). Previo a estos estudios se demostré que el AlA induce |siérpianto depdC

(Van de Broeket al, 1999; Malhotra& Srivastava, 2008) como desC1, el gen que codifica para la
aromético aminotransferasa 1 AnbrasilenseSp7 implicada en la transaminacion del triptéfano para
producir acido idol-3-piravico (Casro-Guerrercet al, 2011). ErB. japonicum A. brasilensesp245 y en

A. tumefaciensel AlA indujo la expresion de aminotransferasas y aldehido deshidrogeDenati€t al,
2013;Puyveldeet al, 2011; Yuaret al, 2008), sin embargo, su participac&mla biosintesis de AIA aln

no se ha comprobado. En contraste, el AIA caus6 un efecto represor sobre los genes de quimiotaxis y de
expresion del flagelo eB. japonicum lo cual sugiere que la bacteria utiliza un mecanismo de conservacion

de energia repmiiendo genes para sus funciones de movilidad y produce mas proteinas de estrés que le
permite sobrevivir en un ambiente de estrés como la rizésfera ([2baht2013) Estos estudios muestran

gue el AIA es una molécula de sefalizacion que podria peantés bacterias competir en la rizésfera con
otros microorganismos e interactuar con la planta huésped a través de una serie de procesos bioquimicos
y/o fisioldgicos que les garantiza ust&ado de asociacion simbidtidn figura 2 se muestra un modek d

la sefializacion mediada por AlA en bacterias asociadas a plantas de adasrektudios de transcriptoma

gue se han llevado a cabo en algunas bacteriasAobmasilense/ enB. japonicum(Puyveldeet al., 201;

Donatiet al, 2013.

Hasta el momentse desconoce el mecanismo molecular por el cual el AlA influye en la expresion de genes
en bacterias. Algunas moléculas deadigficion como las de tipo atibmoserinolactona regulan la
transcripcion de genes uniéndose a factores de transcripciéfadelia LuxR o LasR, los cuales a su vez
activan o reprimen la transcripcién de genes implicados en diversos procesos como la produccion de
biopelicula, bioluminiscencia o la expresién de factores de virulencia (Chetchll, 2011). Existe
evidencia deque el AIA también podria regular la transcripcion de genes uniéndose a factores de

transcripcion. Ef\cinetobacter baumanrsie encontré que el factor de transcripcién lacR, el cual pertenece
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a la familia MarR de reguladores transcripcionales, partieip&l catabolismo de AIA a través de la
regulacién negativa del operdac el cual consta de nueve genes estructurddesiABICDEFX que
codifican proteinas implicadas en la degradacién de AlA. La adicion de AIA al medio de cultivo caus6 un
aumento en laxpresion del operdiac lo cual indicoé que esta fitohormona antagoniza la represidacde
dependiente de lacR. Postenmnte mediante ensayos de EM&Acomprobd que la proteina lacR se une

al promotor deac. Esta unién se inhibi6 totalmente cuandageego6 AlA a una concentracion de (8@

(Shuet al,, 2015). Estos resultados sugieren que el AlA podria interactuar con el reguladoiptiamsdr

lacR haciendo quee despegue del promotor permitiendo asi la expresion del dper&ste trabajesel

primer estudio quelemuestra que el AIA acti@omo un ligando bacteriano con el fin de regular la

expresion génican bacteriagShuet al, 2015).

1.4. Regulacion de la biosintesis de AIA y regulacién transcripcional del gepdC

La biosintesis de AIA en dxteriases regulada podiversos factores ambientalgsie influyen en la
expresion depdC. Por ejemplo, el pH acido y las condiciones anaerdbicas incrementan la expresion de
ipdC en A. brasilenseSp245 (Oneet al, 2005, Vande Broekt al, 2005). Genefmente la adicion de
triptéfano al medio de cultivo, causa un aumento en la produccién de AlA. Sin embargo, este incremento
no siempre esta relacionado con la induccion de la expresién de los genes implicados en la biosintesis de
AlA por el triptéfano. Poejemplo, mientras que éh puatidaGR122 la adicion de triptéfano al medio

causo un aumento en la expresionmtC ( P a t Gliekn 20@R), enA. brasilenseSp7 no causo6 ningdn

efecto (Carrefid.6pezet al, 2000). Otro de los factores que inducen laesipn depdC es la formacién

de biopelicula. Esto se demostré en un estudio de microarregbsyghimuriunen el quapdC mostro

un nivel de expresion de 3.5 veces mas en células formando biopelicula comparado con células en estado
plancténico (Hamikin et al, 2009).

La induccion de la expresion ¢elC probablemente esté directamente relacionada con las caracteristicas

de su promotor. Esta hip6tesis se apoya por el hecho de que se han encontrado varios elesisT0s en

la regién promotora dpdC deA. brasilensésp245 que son importantes en la induccién mediada por AIA
(Vande Broelet al, 2005). Uno de estos elementos es una repeticion invéstidézada en la posicién

58 a-38 relativo al sitio de inicio de la transcripcion, al cual sedeeinombre de elemento regulado por
auxinas y es requerida para la activacion del promotipddey ademas es esencial para su induccion por

AIA (Vande Broeket al, 2005). Este hallazgeepresentd la primera descripcion de un gen bacteriano
reguladopp auxi nas. En este estudio se mostr- que es

el AlA es responsable del incremento de los niveles de transcripcipd@elurante el crecimiento de un
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cultivo deA. brasilensecon el mayor nivel de expliés observado en fase de crecimiento estacionaria
(Vande Broelet al., 2005) Previo a este estudio, en un andlisisilico de la region promotora dedC de

A. brasilenseSp245 se encontraron varios elementoscisrregulatorios, tales como un elememte
respuesta a auxina o AuXRE (TGTCNC), asi como un sitio de union putativo para el factor sigma 54
(también conocido como RpoN(5% y unprobablesitio de unién a ribosoma (GGAGA) (Lambreeit

al., 1999). RpoN se une a una secuencia de DNA en el psoqu incluye las cajas2 y-24 (la secuencia
consenso e TGGCACGRNNNTTGCW, en donde N es cualquier nuclettido, Y representa a las
pirimidinas, R a las purinas y W puede ser una A o T) y requiere necesariamente de la presencia de una
proteina activaderque acopla la energia generaaala hidrolisis de ATRpara la formacion del complejo
abiertoen el procesodetar ans cr i pDbion, 2012).Bus h U

Otra caracteristica del promotor ¢®C de A. brasilenseSp245 es la presencia de dos secuencias
palindromes idénticas localizadas en una region de 150 pb misma que esta ausente en otrad.cepas de
brasilensecomo la Sp7 (Vande Broelet al 2005 ; SkMadtakap ROOBLas lsecuencias
palindromes o repeticiones invertidas en un promotor suelen ser el sitio de union a factores de transcripcion
que regulan la transcripcion de manera positiva 0 negédivéiman & Brennan, 2002), sin embarde,
presencia de cajas de uniprobablea un determinado factor de transcripcion debe corroborarse con
estudiosin vivo e in vitro que demuestren su participacion en la regulacién transcripcional del gen en
cuestion.

Inmediatanente rio abajo dadC (a 99 pb) se localizé un gen que codifica para una proteina conocida
como laaC (Vande Broe#t al, 2005). El geriaaC se transcribe tanto de manera independiente como en
forma de operén junto cdpdCy se comprobé que regula laopuccion de AlA pero no la transcripcion
deipdC. La mutacion déaC caus6 un aumento de hasta 6 veces en la produccion de Alfamsilense

Sp245 (Vande Broekt al, 2005), mientragjue cuando se sobreexpresé &nbrasilenseSM caus6 una
disminuciondel 50% en la produccion de AIA (Malhotga Srivastava, 2008), con lo cual se comprobd

que el producto de este gen inhibe parcialmente la biosintesis de AM lerasilense Un analisis
bioinformatico de la secuencia traducidaia®C de A. brasilenseéSp245 mostrd una identidad del 38%

(48% de similitud) con la proteina de respuesta a estrés Drll1P8iniecoccus radioduran@DB no.

2VRN). Dr1199 pertenece a una superfamilia de proteinad )& cual incluye proteinas que estan
involucradas en la prateion contra diversas condiciones de estrés ambiental (Fiortvaini2008). En

A. brasilenseSp7 y SM el genaaC esta ausente, lo cual sugiere que la biosintesis de AIA endestas

bacterias se regula de manera diferente (Mall&otgaivastava, 2008)
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En el promotor dgdC de E. cloacaeUW5 se encontré unsecuencia repetidavertida similar a la caja

de reconocimiento para el factor transcripcional TyrR (RyRatten 2008). TyrR regula la transcripcion
de genes (de manera positiva 0 negativa) estan implicados en el transporte y metabolismo de
aminoacidos aromaticos &n coli (Pittardet al.,, 2005). Para corroborar si TyrR regula la transcripcion de
ipdC se generd una mutante en el ggrR en E. cloacaeUW5. La mutacién ddyrR provocod una
disminucionde alrededor de un 90&f la produccién de AIA comparado con la cepa silvestre. Mediante
ensayos de retardo de la movilidad en gel (EMSA), asi como la cuantificacion de la exprgxi@ypoe

PCR cuantitativa en tiempo real (RPER) y la expreion del gen reporteroidA (que codifica para la
enzimab-glucuronidasa) dirigida por el promotor igpelC, se comprobd queyrR regula la transcripcion
deipdC de manera positiva y directa (RguPatten 2008). Mientras tanto, Encloacaey P. putidag ipdC

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

es un factor sigma que actia en fase estacionaria del crecimiento regulando la expresion de genes de
respuesta a diferentes tipos de estrésyleatal, 1996). La sobreexpresion g@SenP. fluorescensauso

un aumento de 10 veces en la produccion de Aldlefs & Glick, 2001). EnA. brasilenseno se ha
encontrado un homadlogo de RpoS por lo cual la expresidpddepodria ser regulado por otro factor
sigma. A pesar de la existencia de un sitio de upidativo para el factor sigma RpoN en el promotor de
ipdC, la mutacién depoN enA. brasilenseSp7 no afecto la produccion de AIA (Milcamgisal.,, 1996).

2. JUSTIFICACION

El AIA es una fitohormona implicada en diversos procesos del desarrollo de fa, glshcomo una
molécula sefial en el proceso de interaccion bagiarga por lo que ha sido considerado como uno de los
mecanismos mas importantes por los cuales las PGPRs estimulan el desarrollobeeggtalacion de la
biosintesis de AIA en PGPR®mMOA. brasilensees un proceso altamente regulado y aunque se conocen
algunos factores ambientales que controlan este proceso a nivel fisiolégico, se conoce muy poco sobre la
regulacion genética. Los resultados derivados de este trabajo permitirarerndenpel mecanismo
empleado polA. brasilensepara regular la biosintesis de AIA como una estrategia para adaptarse al

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

3.1. General

1 Estudiar laregulacion tanscripcional del geipdC involucrado en la sintesis de Ak cepas dA.
brasilense

3.2. Especificos

1. Identificar la region reguladora delrgipdC a nivel de secuencia nucleotidma diferentes cepas de
A. brasilense

2.  Amplificar y secuenciar los gesipdC, hisCly hisC2decepas dé\. brasilensey A. lipoferum

3. Analizar & posible participacion de TyrR enrkgulacion transcripcional dedCy en la biosintesis
de AIA enA. brasilensesp7

4. Identificar las proteinas de unién al promotoipC

5. Construir mutantes en los genes codificarde las proteinas que interactian con el promotipdd:
6. Cuantificar la produccion de AIA de la cepa silvestre y de las mutantes generadas.

7. Cuantificar la expresion dpdC en la cepa silvestre y en las mutargeseradas.

4. HIPOTESIS

1 Azospirillum brasilenseontrola la biosintesis de AlA a través de reguladores transcripcionales que se
unen en la region reguladoraigdC para modular su expresion.
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6. MATERIAL Y METODOS

7.1.Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Las cepas bacterianas y los plasmidos utilizados en este trabajo estan listados enydadbtanlade

los medios de cultivo bacterianadilizidos se muestran la taba complemertria C1. E. coli DH5U

(utilizada para experimentos de transformaciok) goli S17.1 (utilizada para conjugacion biparental) se

cultivaron a 37°C en medio LB.as cepas dé. brasilensese cultivaron en medio minimo pafa
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brasilensg MMAB) con malab ocon gluconato como fuente de carbaleoacuerdo a Okoet al., (1977)
y para los experimentos de conjugacion se crecieron e iBdnodificado (LB). Cuando fue necesario,
las cepas dA. brasilensg E. colise crecieron con antibiéticos a las sigudéertoncentraciones: ampicilina

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

Tabla 2. Cepas bacterianas y plasmidos utilizados en este trabajo

Cepas bacterianas o
plasmidos

Descripcion

Referencia

Cepa .
E.coliDH5 U

.colis17.1

. brasilensesp245
. brasilenseM-1

. brasilenseAz39

. brasilense42M

. brasilenseC-15
. lipoferum5

. lipoferum45

. lipoferumé4

. brasilensesp7
. brasilense@112

> »222rr > 2Xr>m

. brasilens113

A. brasilens@114

A. brasilens@115

A. brasilens€116

A. brasilens@117

A. brasilens€113libR*

A. brasilens@115IlibR*
mibR"

plasmido
pBluescriptt

pCR2.:TOPO
pBSL142
pJB3Tc20

endAl hsdR17 supE44 thé recAl gyrA96 relAlpdacU169

@80 (cpacZgM1s).

pro, thi hsd recA:: RP42 Tc:: MuKm Tn7.
Cepa silvestre

Cepa silvestre aislada &accharum gficinarum
Cepa silvestre aislada deiticum turgidum

Cepa silvestre aislada dea mays

Cepa silvestre aislada @anicum maximurdacq

Cepa silvestre aislada @yza sativa

Cepa silvestre aislada @ryza sativa

Cepa silvestre aislada @ryza sativa

Cepa silvestre.

Cepa derivada dé\.. brasilenseSp7 mutada eal genipdC.
(ipdC::lacZ-KmR-Snf/Sp&). KmR, SnR.

Cepa derivada dé\. brasilenseSp7 mutada en el gdibR
por insercidn de un gen de resistencia a kanamicina
(qdibR:KmR). KmR.

Cepa derivada dé\. brasilenseSp7 mutadareel genmibR
por insercion de un gen de resistencia a kanamicina
(gmibR:KmR). KmR,

Cepa derivada dé\. brasilenseSp7 mutada en el genibR
por insercion de un gen de resistencia a gentamyoamael

genlibR por inser@n de un gen de resistencia a kanamicir

( odibR::KmR, gmibR:GnF). KmR, GnmR.

Cepa derivada dé\. brasilenseSp7 mutada en el geyrR
por insercion de un gen de resistencia a gentamicina
(tyrR::GnmR). GnR,

Cepa derivada dé\. brasilens€112 mutada en el géyrR
por insercion de unem de resistencia a gentamicina
(ipdC::lacZ-KmR-Snf/SpcR, tyrR::GnR). KmR, SR, GmR.
Cepa complementada derivada derlutanteA. brasilense

2113 (ibR::KmR), contiene el plasmido de bajo nimero de

copias pJB3ibR. KmR, TCR.

Cepa complementada derivada de la mutAnterasilense
2115 gibR:GnR, gdibR::KmR), contiene el plasmido de
bajo nimero de copias pJB®BRIibR. KmR, GmR, TCR.

Vector de clonacién, Ap
Vector de clonacion, Ap KmR.

Plasmido de alto nimero de copias, GapR.
Plasmido de bajo nimero de copias}, TapR.

Invitrogen, Carlsbad, CA

Simonet al, 1983
Baldaniet al, 1987
Jijon-Morenoet al., 2015
DiazZ o r iFeraandéz
Canigia, 2009

Garcia deSalamoneet al,
1996

Jijon-Morenoet al,, 2015
Rarizet al, 2013
Rarizetal., 2013
Rarizet al, 2013
Tarrandet al, 1978
CarrefieLopezet al., 2000

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Stratagenela Jolla,
CA, USA
Invitrogen

Alexeyevet al, 1995
Blatnyet al, 1997
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pCR2.1tyrR

pCR2.2tyrR::GnR

pSUP202
pSURtyrR::GnmR

pGEM-T-Easy
pGEM-FAIIbR

pGEM-FBIibR

pGEM-FAMibR

pGEM-FBmibR

pIJMSKm

pIMS-qhibR::KmR

pIMSgmibR::KmR

pIMSgmibR:GnR

pJB3IibR

pJB3nibRIibR

PGEX-4T-1

pGEXGSTIibR

PGEXGSTmbR

Derivado de pCR2:TOPO, contiene clonado un fragmen
de DNA de 2886 pb que incluye la &g codificante deyrR
deA. brasilense&Sp7.ApR, KmR,

Derivado de pCR2-iyrR, contiene clonado un gen c
resistencia a gentamicina en la regién codificanteyde,
ApR KmR, GniR,

Plasmido suicidaApR, Tc?, CnR.

Plasmido suicida derivado de pSUP202, contiene etygén
deA. brasilensesSp7 interrumpido con un gen de resistenci
gentamicina, AR, CnR, GnR.

Vector de clonacién, Ap

Derivado de pGEMI-Easy, contiene clonado una fragmer
de 771 pb correspondiente a una region rio arribiid Bele A.
brasilenseSp7,ApR.

Derivado de pGEMI-Easy, contiene clonado una fragmer
de 855 pb coespondiente a una region rio abajdidR deA.
brasilenseSp7,ApR.

Derivado de pGEMI-Easy, contiene clonado una fragmer
de 781 pb correspondiente a una region rio arribmite de
A. brasilensesp7, Ag.

Derivado de pGEMI-Easy, contiene clonado una fragmer
de 830 pb correspondiente a una region rio abajoite de
A. brasilensesp7, AR

Plasmido suicida derivado de pSUP202,R AfzR, KmR,
Plasmido suicida derivado de pJN&, contiene clonado ur
fragmento rio arriba (771 pb) y un fragmento rio abajo (i
pb) delibR de A. brasilenseSp7 flanqueando a un gen «
resistencia a kanamicina, Rprck, KmR,

Plasmido suicida derivado de pJN&R, contiene clonadc
un fragmento rio arriba (781 pb) y un fragmento rio abajo (
pb) demibR de A. brasilenseSp7 flanqueando a un yale
resistencia a kanamicinApR, TcR, KmR.

Plasmido suicida derivado de pJM@nibR::KmR, contiene
clonado un fragmento rio arriba (781 pb) y un fragmento
abajo (830 pb) dmibRdeA. brasilenseSp7 flanquando a un
gen de resistencia &igtamicina, AP, TR, GnR.

Plasmdo de bajo ndmero de copias que contiene el
silvestrelibR de A. brasilenseSp7 incluyendo su promotol
Este plasmido fue utilizado para la complementacion d
mutanteA. brasilens@113.TCR, ApR.

Plasmido de bajo numerde copias que contiene el g
silvestremibR y el gen silvestrdibR de A. brasilenseSp7
incluyendo su promotor. Este pldsmido fue utilizado par
complementacién de la mutatebrasilens@115.TCR, ApR.
Plasmido de expresidie proteinasipR

Plasmido de expresion que contiene el ljgR fusionado al
gengst Este plasmido fue utilizado para la expresion de L
enE. coliBL21. ApR.
Plasmido de expresién gcontiene el gemibR fusionado al
gengst Este plasmido fue utilizado para la expresion de M
enE. coliBL21. ApR.

Este trabajo

Este trabajo

Simonet al, 1983
Este trabajo

Promega
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

RamirezMataet al, 2016

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

GE Healthcare Life
Sciences
Este trabajo

Este trabajo
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6.2 Técnicas de biologia molecular

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

Tabla 3. Oligonucleoétidos utilizados en este trabajo.

Oligonucledtido y Secuencia 53" Caracteristicas del amplicon Referencia
uso

Amplificacién del

RNAr 16S

rRNA-AZOF TGAGAAGGGATGCGCAGGCGG Amplificacion del gen rRI 16S de  Jijén-Moreno
rRNA-AZOR CCGTGAGAAGGGATGCGCCG Azospirillumspp. (1.75 kb) etal, 2015
Amplificacién de ipdC

RegR2F GTCCGAAAGACGCCCATC Amplificaciéon deipdCincluyendo Jijon-Moreno
RiaaGStop TTAGCGGGCCAGCCCGATC el promotor (1896 pb) etal, 2015

Cromatografia de
afinidad a DNA

BIOT-PipdCF CATGCGGGCATCATTCGAAAGTC Amplificacion del promotor dgdC Este trabajo
PipdCR TGTGCGCCGCGATCCTTCAG biotinilado enel 5" (303 pb)

Mutacién detyrRy

comprobaciéon

TyrR-F1 AACGGCTTCACCAGCGTCGG Amplificacién detyrRincluyendo ma  Este trabajo
TyrR-R1.1 GGATGGGTGCGCCTGGTTCC region del extremo 57y 3" (2886 pb)

Mutacién delibRy
comprobacion

LuxR-AF ATCCCGGGTACCTTCGCCAAGCTCCAACAGGC Amplificaciéon de una region del extre Este trabajo
LuxR-AR GTCTCGAGATTTTCATCTGGTGGTGCCC mo5’delibR (fragmento A, 771 pb)
LuxR-BF ATAGGCCTATGGCCTTTCCGCAGTCGC Amplificaciéon de una region del extre Este trabajo
LuxR-BR CACCCGGGACTAGTACTGGTCGCTGAACCTTGAC mo 3'ddibR (fragmento B, 855 pb)

Mutacién de mibRy
comprobacion

MarR-AF ATCCCGGGTACCAGGGCTTGCCTTCCTTCTTC Amplificacion de una region del extre Este trabajo
MarR-AR TACTCGAGGGTCAACGTGAAAGCCGTCG mo 5°demibR (fragmento A, 781 pb)

MarR-BF ATAGGCCTGCGCAGCTCATCGACTTCCTG Amplificacion de una region del extre Este trabajo
MarR-BR ATCCCGGGACTAGTGTCGTCGGCGACAAGTATGT mo 3'demibR (fragmento B, 830 pb)

Otros usos

KmR-F7 GCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTG Hibrida en la posicién 75881 de Km  Este trabajo
KmR-R CAGTGACAACGTCGAGCACAGC Hibrida en la posicién 23356 de Km

Clonacién y

expresion de MilR

FmarR ATGAATTCTTGACCGACATCGACCGCCC Amplificacién de la region codificante Este trabajo
RmarR ATGTCGACTCAGCCGGCCCGCGAGATGC demibR (495 pb)

Clonacién y

expresion de LiR

FluxR ATGAATTCATGAAAATCCTGATCGGAGACGA Amplificacién de & region codificante Este trabajo
RIuxR ATGTCGACTCAGGCGGAGTGCGACTGCG delibR (645 pb)

RT-gPCR

ipdC-RT-F2 ATCCTCAGCGACACAAACTT Amplificacién de un fragmento dpdC Este trabajo
ipdC-RT-R TGTCGGCGTAGGTGTGATAG (109 pb)

gyrA-RT-F2 GTCGGGCATGTCGATGAAG Amplificacién de un fragmento dgyrA Este trabajo
gyrA-RT-R2 GGTAGACCTTCAGCTTGTAGAC (116 pb)

rhoF2 GCGGCTCGCTGACCATCATC Amplificacién de un fragmento dbo  Este trabajo
rhoR2 GACCAGCAGCTCCTCCTTGC (188 pb)
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La purificacion de DNA plamidico y genémico, asi como la preparacion y la transformacion de células
quimiocompetentes de. colise llevaron a cabo de acuerdo a los protocolos descritos por Sambabpok

2001. La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se llevo a caboddunuenvde reaccion de 20 pl

que incluyé los siguientes componentest de DNA templado (50 ng), dl de dimetilsulféxido (5%), 1.6

¢l de una mezcla de 5 mM de desoxinucleésidos trifostatacentracion final de 0.4 mM de cada uno), 2

¢l de buffer de reaccion de PCR 10X, &12le una solucion de 50 mM de MgQ@toncentraidn final de

3.0 mM), 1el de una solucién de 1M de oligonucle6tidos (concentracion final de M6 de cada uno),

0.25¢l deTagDNA polimerasa recombinante TagDNA polimerasa platinum (Invitroges) unidade s/
(concentracion final de 1.25 U) y £1de agua mikQ. La PCR se llev6 a cabo en un termociclador-(Bio

Rad) siguiendo el siguiente prograroa: ciclo dedesnaturalizacién a 96 por 5 min una segunda etapa

de desntralizacion a 95°C por 1 mif35 ciclos de amplificacién con una edage alheamiento por 30 seg

a una temperatura dependiendo del par de oligonucledtidos utilizados y una etapa de elongacion de 1 min/kb
a 72°C y una etapa de extémsfinal a 72 °C por 10 mirLos productos de PCR fueron separados mediante
electroforesis en geledagarosa al 0.8% a @lts por 1 h en buffer TAE 1X.os fragmentos fueron
comparados con un marcador de peso molecular de 1 kb (Fermentas). El gel fue tefiido en bromuro de etidio
y fotografiado bajo luz ultravioleta. Cuando fue neceséambandas seortaron del gel y se purificaron

con el kit comercialZzymoclean Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research, Orange, CA, USA). Las
reacciones de ligacion se llevaron a cabo utilizando T4 DNA ligasa de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante (Life Technolog®. Todos los plasmidos construidos se carp@ron por restriccion y cuando

fue necesarigor secuenciacion (Unidad de Sintesis y Secuenciacion de DNA, Instituto de Biotecnologia,

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

6.3 Amplifica cion y secuenciacion dgpdC de A. brasilensespp.

La amplificacion dépdCincluyendo un fragmento de la region rio arriba se llevé a cabo por PCR utilizando
los oligonucleétidos RegRF y RiaaGStop (tabla 3) y DNA gendémico de cepasAimspirillumspp.
aisladas de diferentes plantas y regiones geograficas (tabPLR y la separacion ded productos de

PCR de cada cepe llevaron a cabo como se indicé anteriormerds.bandas de DNA fueron purificadas

con el kitZymoclean Gel DNA Recovery Kit (#no Research, Orange, CA, USA) y se enviaron a la
Unidad de Sintesis y Secuenciacion de DNA del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional

Auténoma de Méxicen donde se realizd la secuenciacion de nucledétidos.
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6.4 Aislamiento e identificacion ce proteinas de unidn al promotor dépdC por cromatografia
de afinidad a DNA

El aislamiento de proteinas de union al promotapde€ se llevé a cabo mediante cromatografia de afinidad

a DNA de acuerdo al protocolo descrito por Jugtaal. (2012 con abjunas modificaciones.os reactivos

y soluciones se mueatr en la tabla complementaria. & ensayo se describe a continuacion:

Se utilizé6 como sonda un fragmento de 306 pb que incluy6 una region de 256 pb rio arriba del codon de
inicio deipdCy una rgion de50 pb rio abajo del mismo.aLsonda se obtuvo mediante amplificacion por
PCR utilizando el oligonucleétido delantero BKPIpdCF el cual se le agregd una molécula de biotina en

el extremo 5 (Integrated DNA Technologies) y el oligonucleétido revBipdCR (tabla 3)y DNA
gendmico dé\. brasilense&sp7 como templado. El fragmento amplificado se corrié en un gel de agarosa al
1% y la banda de DNA correspondiente se purificé utilizando el kit Zymoclean Gel DNA Recovery Kit
(Zymo Research). Posteriormien se mezclaron 200 pl (2 mg) de perlas magnéticas acopladas a
estreptavidina (Dynabeads-280 Streptavidin, Life Technologies), con 500 ul de buffer de lavado 2x, el
tubo se colocé en un magneto (DynaMa&pin, Life Technologies) para separar el soldtante de las

perlas. Este proceso de lavado se realiz6 3 veces.

Después de la etapa de lavado, las perlas se mezclaron con 200 pul de buffer de lavado 2x y 20 ug de DNA
sonda biotinilada. La muestra se mantuvo en agitacién constante (50 rpm) utilizardolver rotador

de 360° (Labnet revolvEt, Labnet international Incdurante 1 ha 25 °C seguido por 3 lavadoscs00

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

El extracto proteico se obtuvo a partir de un cultivoAdérasilenseSp7 crecido en 500 ml de medio
minimo con malato como fuente de carbgrioptéfano (10Qug/ml) a 30°C durant80 h(fase estacionaria,

DOsoo= 1.4) a 150 rpm. Las células se empaquetaron por ceafriga 10000 rpm por 10 minse
lavarondos vees con 50 ml de buffer TNPosteriormente las células se resuspendiemdnml de buffer

de sonicacionDespués de 1 tde incubacion a 37 °C las células se lisaron por sonicacion mantenidas en
hielo con un ppgrama de 5 pulsos por 5 min a 40% deléod (el procesae repitio 3 eces con intervalos

de 5 min. Las células lisadas se pasaron a tubos Eppendorf de 1.5 ml y se gamtnifa 14000 rpm
durante 1 ha 4°C para separar los restos celulares (este proceso se realizdé dos veces). Postesgorment
cuantificaron las proteinas de la fraccion soluble utilizando el método de Bradfofdd@i@rotein Assay

Kit) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El rendimiento promedio fue de 12 mg de proteinas/ml.
El complejo promotoipdC-estreptavitha se lavdé 3 veces con 500 pl de buffer de unién (buffer de
sonicacion sin lisozima), posteriormente se agregaron 400 pl de buffer de uniébn complementado con 10 pg

de DNA competidor PolgdI-dC (@cido polidesoxiinosinicadesoxicitidilico, SigmaAldrich) y 750 ul de
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extracto proteico (9 mg de proteinas), seguinioicubacion a 25 °C por lem agitacion constante en el
revolver agitador de 360°. Este proceso se repitid una vez mas agregando la misma cantidatl-d€ Poly

y de extracto proteico (18 mg @eoteinas en total). Finalmente el complejo se lavé cuatro veces con 500
ul de buffer de unién paraiglinar las proteinas de unién aspecifica.

Las proteinas de union al promotoripgdC se eluyeron agregdo 150 ul de buffer de elusidla, muestra

se lomogeneizo savemente en Vortex por 5 mise colocd en el magneto y se separ6 el sobrenadante, el
cual se guard6-20°C. El procso de elusion se repitié aumentatalooncentracion de NaCl del buffer de
elusiéna 500, 750 y 1 MFinalmente las muestras separaron por electroforesis endgepoliacrilamida

con SDS PAGE-SDS en gradiente de poliacrilamida d&€@% (Bio-Rad). El gel fue tefiido con azul de
Coomassie de acuerdo a Schagd@f0g, o con nitrato de plata de acuerdo al protocolo descrito por
Chevalletet al, (2006.

6.5.1dentificacion de las proteinas obtenidas por cromatografia de afinidad a DNA

Las bandas de interés se cortaron del gel de poliacrilamida y se enviaron al Laboratorio Nacional de
Servicios Experimentales del Centro de Inigestion y de Estudios Avanzados dstituto Politécnico
Nacional (LaNSECINVESTAV-IPN), en donde realizda identificacion de las proteinas por MALDI
TOFRTOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonizatidime-Of-Flight).

6.6.Construccion de la mutanteA. brasilense2116

La mutacién deayrR se llevé a cabo a través de la insersion de un gen de resistencia a Gm en la region
codificante ddyrRy la mutante se obtuvo por recombinacion homéloga. Paraesthanplificé por PCR
una region de 2886 pb utilizandoNB gendmico deA. brasilenseSp7 como templado y los
oligonucleétidos tyrR-1 y tyrRR1.1 (tabla 3) Este fragmento incluy6 la regién codificante tgeR
(AMK58_ 07015, 1542 pb) y una region de 1063 pb rio arriba y una regién de 281 pb rio abaje de
relativo al codon de inicio y al coddle paro, respectivamente.fragmento se cloné en el vector pCR2.1
TOPO (Invitrogen) obteniendo el plasmido pCR8rR. Posteriormente, el plasmido pCR¥1R se
digirié con la enzim&al, en la region codificanteedyrR (posicion 412417). En este sitio se insertd un
gen de resistencia a Gm el cual fue obtenido del plasmido pBSLI42 mediante restricci@alcon
obteniendoel plasmidopCR2.xtyrR::GnR. El fragmentotyrR::Gn* se amplificé por PCR a partir de
pCR2.tyrR::Gnf utilizando los oligonucleétidos tyrR1 y tyrRR1.1. El fragmento de PCR con un
tamafo aproximado de 3.75 kb se cloné el &tioR/ del plasmido suicida pSUP202 (Simetnal., 1983)
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obteniendo el plasmido pStrR::GnR el cual fue igorpordo erk. coliS17.1 épir) por transformacion
quimica.

La mutanteA. brasilense2116 se obtuvopor conjugacién biparental como se indica a continuacioén: las
células donadoras de& coli S17.1, las cuales contenian el plasmido p8WR:Gnf, se cultivaron en 5

ml de medio LBcomplementado con 30 pg/ml de Gm a 37 °C a 150 rpm hasta alcanzar dandeDi8,
mientras que las células receptoradderasilens&p7 se cultivaron en medio LB 30 °C a 150 rpm hasta
alcanzar una Dgg de 0.3. Se tom6 1 ml de cada cultivo y satdfugaron a 8000 rpm por 2 mea
temperatura ambiente, el paquete celular se lavé dos veces con 1 nil GastBriormente, las células
donadoras y las receptoras se resuspendieron en 50 pl'deeLBezclaron y se colocaron en forma de
punto (20 ul @ cada punto) sobre una placa de & antibiéticos. Después de 24de incubacién a 30
°C, las células se resuspendieron en 1 ml de MNYAB se empaquetaron por centighicion a 8000 rpm
por 2 mina temperatura ambiente y se lavaron 2 veces con MMABas células se resuspendieron en 1
ml de MMAB-M, se preparé una serie de diluciones (ded.00% en un volumen de 100 pl y se sembraron
de manera masiva en placas de MMKBcomplementado con 30 pg/ml de GiDespués de 48 te
incubacién a 30 °C las traconjugantes se resembraron en placas de MMA®mplementadas con 30
png/ml de Gm con ayuda de palillos de madera estériles y de manera simultanea se sembraron en placas de
MMAB-M complementadas con 15 pg/ml de Tc. Las transconjugantes que fuerdry Gt se
consideraron como posibles mutantes. La comprobacién de la mutatyéR de llevo a cabo por POR

se muestra en la figu@a
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A Regulador transcripcional de
la familia FmdB

Regulador transcripcional TyrR
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Figura 3. Estrategia para la construccion de la mutante 2116. AMapafisico de la regién del cromosoma Aebrasilense

Sp7 donde se localiza el gé&yrR. B. Mapa fisico del plasmidpSUPRtyrR::GnR construido para la mutacién dgrR por
recombinacion homdlog&Z. Mapa fisico de la regidon del cromosoma de la mutAnterasilense2116 (mutanteyrR). Las

flechas indican los oligonucleétidos utlizados para la comprobacién de la muta¢jdR.d2. Electroforesis en gel de agarosa

gue muestra la comprobacién por PCR de la mutacidprBecarril 1: Marcador de peso maldar de 1kb; carril 2: Producto

de PCR obtenido con los oligonucleétidos tfFRY tyrRR1.1 y DNA gendmico de Sp7; Carril 3: producto de PCR obtenido
con los oligonucledtidos tydR1 y tyrRR1.1 y DNA gendmico de 2116; Carril 4: producto de PCR obtenao los
oligonucledtidos PrTyrRFSp7 y PrTyrRRSp7 y DNA gendmico de Sp7; carril 5: producto de PCR obtenido con los
oligonucledtidos PrTyrRFSp7 y PrTyrRRSp7 y DNA gendmico de 2116; carril 6: PCR (control negativo) con los oligonucleétidos
tyrR-F1 y Rgm3 y INA gendmico de Sp7; carril 7: producto de PCR obtenido con los oligonucleétideSiyriRgm3 y DNA
gendmico de 2116. Se muestra el tamafio de los productos de PCR en pares @& Gadtbso deA. brasilenseSp7 yA.
brasilense2116 en medio minimo coalanina como Unica fuente de carbono a las 48 horas de crecinfie@wltivo deA.
brasilenseSp7 yA. brasilense€2116 en placa de medio minimo con alanina como Unica fuente de carbono complementado con
rojo congo a los 5 dias de crecimiento.
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6.7.Construccion de la mutanteA. brasilense2117,

Previo a este trabajo se construy6 una mutante en gldf@émediante la insercidn de un casete que incluyé
un gen de resistencia a estreptomicina/espectinomicin&$8d), el gen reporterdacZ y un gen de
resstencia a Km, obteniendo la fusién transcripcional cromoséGpua:lacZ-km-Snf/Sp¢ (tabla 2) La
mutante fue nombrada. brasilense2112 (Carrefio Lopeet al, 2000). La mutantd. brasilense117es
derivada de la mutant®. brasilense2112 y se constyd insertando el plasmideSURtyrR::Gnf en A.
brasilense2112 siguiendo el mismo métlo de conjugacion biparentdéscrito anteriormente para la
mutanteA. brasilens€116

6.8.Construccion de la mutanteA. brasilense2113

Para construir la mutanfe brasilense2113se amplificé por PCR una regién de 771 pb (762 pb rio arriba
y 9 pb rio a bajo relativo al codén de iniciolddR [AMK58 RS19435])el cual se nombré fragmento A
utilizando DNA gendmico dé. brasilenseSp7 como templado y los oligonuclefiis IUXRAF y luxR-

AR (tabla 3) los cuales fueron disefiados con un diiml y Xhd, respectivamente. Por otra parte se
amplificé una region de 855 pb (30 pb rio arriba y 825 pb rio a bajo relativo al codén de pbR),dd

cual se nombré fragmentouilizando los oligonucle6tidos luxBF y luxR-BR (tabla 3) los cuales fueron
disefiados con sitidstu y Spé, respectivamente. El fragmento A y el fragmento B se clonaron de manera
separada en el plasmido pGEMEasy (Promega) obteniendo los plasmig@&EM-FAIIbR y pGEM-
FBlibR, respectivamente. El fragmento A se liberé de pGEAbR conKpnl y Xhd y se cloné en los
sitios Kpnl-Xhd del plasmido suicida pJMEBm (RamirezMata et al, 201§ obteniendo el plasmido
pJMSFAIlIbR-KmR, Posteriormente, el fragmto B se liberdé de pGEMBIibR conStu y Spe y se cloné

en los sitiosStu-Spé de pJMSFAIIbR-KmR obteniendo el plasmido pJMBibR:KmR el cual se
transformo en células quimiocompetentegdeoli S17.1.

La mutanteA. brasilense2113 se obtuvo a través de un proceso de doble entrecruzamiento por
recombinacion homologa siguiendo el mismo método agugacion biparentalescrib anteriormente,
excepto que el medio de cultivo se complementé con 25 pg/ml de Km para la seleccion de las
transconjugantes. La comprobacion de la mutacidib Bese llevo a cabo por PCRRT-PCR yse muesa

en la figura 4
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Figura 4. Estrategia parala construccion de la mutante 2113A. Mapa fisico de la region del plasmido ABSP7_plAde
brasilenseSp7 donde se localiZR. B. Mapa fisico del plasmido suicida pJM@bR::KmR construido para la mutacién eR

por recombinacién homélog€. Mapa fisico de la regién del plasmido ABSP7_P1 de la mufartteasilense2113.Las flechas
indican los oligonucleétidos utilizados para la comprobacion de la mutante21H8ctroforesis en gel de agarosa que muestra

la comprobacion de la mutacion ldgR: Carril 1: marcador de peso molecular de 1 kb; Carril 2: producto de PCR obtenido con los
oligonucledtidos luxRAF y luxR-BR y DNA gendmico de la cepa Sp7 (silvestre); t&riproducto de PCR obtenido con los
oligonucleétidos IuxRAF y luxR-BR y DNA plasmico déE. coli DH5U que contiene el plasmido pJMBibR::Km; carril 4:
producto de PCR obtenido con los oligonucledétidos Ry luxR-BR y DNA gendmico de 2113; carril 5: producto de PCR
obtenido con los oligonucleétidos IudF y RluxR y DNA gendmico de Sp7; carril 6:qulucto de PCR obtenido con los
oligonucleétidos luxRAF y RIuxR y DNA plasmico dE. coliDH5Uque contiene el plasmido pJMSibR::Km:; carril 7: producto

de PCR obtenido con los oligonucleétidos FluxR y RIuxR y DNA gendmico de 2113; carril 8: prodé@@®dsbtenido con los
oligonucleétidos luxRAF y Kmr-R y DNA plasmico d&. coliDH5Uque contiene el plasmido pJMBibR::Km; carril 9: producto

de PCR obtenido con los oligonucleétidos [t&R'y Kmr-R y DNA gendmico de 2113; carril 10: producto de PCRiolb con

los oligonucledtidos KmF7 y luxRBR y DNA plasmico dé&. coliDH5Uque contiene el plasmido pJMBibR::Km; carril 11:
producto de PCR obtenido con los oligonucleétidos iy luxRBR y DNA genomico de la cepa 2113; carril 12: producto de
PCRobtenido con los oligonucleétidos FluxR y RluxR y DNA gendmico de Sp7; carril 13: PCR realizado con los oligonucleétidos
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FluxR y RIuxR y DNA gendmico de la cepa 2113 (comprobacion de la auseri&)je€Carril 14: marcador de peso molecular

de 1 kb. Eltamafio de los productos de PCR esta indicado en pares defbaSemprobacion de la mutacion HeR por RT-

PCR. El RNA fue extraido de células crecidas hasta la fase estacionaria (24 h de crecimiento) en medio minimo cordamalato sin
adicion de triptédno. Para las reacciones de PCR se utilizaron como templado 200 ng de cDNA (+RT) o dBRNl& Sp7 o

de 2113 y los oligonucleétidos FluxR y RIuxR. En la parte inferior de la figura se muestra el corrimiento de los productos de
amplificacion del gegyrA, el cual fue utilizado como normalizador. En todos los carriles se cargé el mismo volumen de la mezcla
de reaccién de PCR (5 pulf. Cultivo en placa de 4 diale crecimiento de la cepa SRI13Y 2113libR* en MMAB con malato
complementado con rojo rBgo.

6.9.Construccion de la mutanteA. brasilense2114

Para construir la mutanfe brasilens114se amplificé por PCR una region de 781 pb (775 pb rio arriba
y 6 pb rio a bajo relativo al cod6n de iniciodéR[AMK58_RS0017%) el cual se nombré fragmto A
utilizando DNA gendmico dé. brasilenseSp7 como templado y los obigucle6tidos marfAF y marR

AR (tabla 3, los cuales fueron disefiados con un difiml y Xhd, respectivamente. Por otra parte se
amplificd una regién de 830 pb (45 pb rio arrib@d8p pb rio abajo relativo al codon de parabR), el

cual se nombré fragmento B utilizando los oligonucle6tidos rfR/ marRBR (tabla 3) los cuales
fueron disefiados con siti@u y Spé, respectivamente. El fragmento A y el fragmento B se clonadeo
manera separada en el plasmido pGEMasy obteniendo los plasmidos pGEMmIbR y pGEM-
FBmIbR, respectivamente. El fragmento A se liber6 de p@E\mibR conKpnl y Xhd y se cloné en los
sitios Kpnl-Xhd del pladsmido suicida pJMEm obteniendo el plasito pJMSFAMIbR-KMR,
Posteriormente, el fragmento B se liber6é de pGEBhibR conStu y Spé y se clond en los sitioStu-

Spé de pJMSFAmarRKmR obteniendo el plasmido pJM@nibR::KmR. La mutanteA. brasilense2114

se obtuvo a través de un proceso delaentrecruzamiento por recombinacién homéloga siguiendo el
mismo método de conjugacion biparental descrito anteriormente. La comprobacion de la mutaitiBn de

se llevd a cao por PCRy por RT-PCRYy se muesh en la figura 5
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Figura 5. Estrategia para la construccién de la mutante 2114. Mapa fisico de la regién del cromosomafdédrasilenseSp7

donde se localizanibR B. Mapa fisico del plasmido suicida pJM@nibR:KmR construido para mutacion dearR por
recombinacion homélog&. Mapa fisico de la regién del cromosoma de la mutAnterasilense2114.Las flechas indican los
oligonucleétidos utilizados para la comprobacion de la mutante Z1L1£&lectrofores en gel de agarosa que muestra la
comprobacidén de la mutacion gderR Carril 1: marcador de peso molecular de 1 kb; Carril 2: producto de PCR obtenido con los
oligonucleétidos marfRAF y marRBR y DNA gendmico de la cepa Sp7 (silvestre); carril 3: praxlde PCR obtenido con los
oligonucledtidos marfAF y marRBR y DNA gendémico de la cepa 2114; carril 4: producto de PCR obtenido con los
oligonucledtidos marfAF y RmarR y DNA gendmico de la cepa Sp7; carril 5: producto de PCR obtenido con los oligigleot
marRAF y RmarR y DNA genémico de la cepa 2114; carril 6: producto de PCR obtenido con los oligonucle6tidés-rgarR
Kmr-R y DNA gendmico de la cepa 2114; carril 7: producto de PCR obtenido con los oligonucleétiebg imarRBR y DNA

gendémico dda cepa 2114. El tamafio de los productos de PCR esté indicado en pares d& Rasaprobacion de la mutacién
demibRpor RT-PCR. ElI RNA fue extraido de células crecidas hasta la fase estacionaria (24 h de crecimiento) en medio minimo
con malato sin ladicion de triptéfano. Para las reacciones de PCR se utilizaron como templado 200 ng de cDNA (+RT) o de RNA
(-RT) de Sp7 o de 2114 y los oligonucledtidos FmarR y RmarR. En la parte inferior de la figura se muestra el corrimiento de los
productos de amplifacion del gergyrA, el cual fue utilizado como normalizador. En todos los carriles se cargé el mismo volumen
de la mezcla de reaccion de PCR (5 pl).
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6.10. Construccion de ladoble mutanteA. brasilense2115

Para obtener la doble mutante brasilense2115 el gen de resistencia anK del plasmido pJMS
gmibR:KmR fue eliminado mediante restriccion cba y en su lugar se iesté un gen de res&tcia a
Gmobtenido del plasmido pBSL142lexeyevet al, 1995)mediante restriccion caxbal, obteniendo el
plasmidopJMSagmibR::Gn¥, el cual se transformé en células quimiocompetentel. dmli S17.1.A.
brasilense2113se conjug6 cok. coliS17.1 la cual conten& plasmido pJMSmmibR::Gnf siguiendo el
mismo método de conjugacion biparental descrito anteriormegdrdnsconjugantes se seleccionaron en
placas de MMAB con malato complementadas copdgdthl de Gm y 25ug/ml de Km La comprobacion

de la mutante obtenida, nombraflabrasilense2115 se llevo a cabo por PGl la misma forma que se
realiz6 para las mahtes 2113 y 211¢ho mostrada)

6.11. Complementacion de la mutantes A. brasilense2113y A. brasilense2115

La mutanteA. brasilense2113 se complementé drans con é plasmido de bajo nimero de copias
pJB3ibR. Para ellola regién codificante de gdibR incluyendo una region de 762 pb rio arriba del codén
de inicio se amplific6 por PCR utilizando DNA gendmico de brasilenseSp7 como templado y los
oligonucledtidos luxRAF y RluxR(tabla 3. El producto de PCR (1407 ke cloné en el plasmid@EM-
T-Easy obteniendo el plasmido pGENDRSp7. libR (incluyendo el probable promotose liber6 de
PGEMH-ibRSp7 con EcoR y se clondé en el mismo sitio del plasmido pJB3TCR&tny et al, 1997)
obteniendo el plasmido pJBSR el cual se transformé en célulasmigcompetentes de. coliDH5Uy E.

coli S17.1. pJBBOR se transfirid por conjugacion a la mutaitebrasilense2113 siguiendo el mismo
método de conjugacion biparental descrito anteriormente. Las transconjugantes se seleccionaron en placas
de MMAB con nalato complementadas con i§/ml de Tc y 25ug/ml de Km. La comprobacién de la
cepa complementada, nombraarasilens€113libR* se llevo a cabo por PQRRo mostrada)

Por otro lado, la doble mutange brasilense2115 se complaenté erntranscon elplasmido pJB&ibR-

libR. Para ello, la region codificante de gaibRincluyendo una region de 775 pb rio arriba del codén de
inicio se amplific6 por PCR utilizando DNA gendmico ée brasilenseSp7 como templado y los
oligonucleétidos mariAF y RmaR (tabh 3. El producto de PCR (1270 pb) se cloné en el plasmido
pGEM-T Easy obteniendo el plasmido pGENMbRSp7.mibR(incluyendo el probable promotor) se liberd
de pGEMmMIbRSp7 cornEcoR y se clond en el mismo sitio del plasmido pBSL142. De esta forma, el gen
de resistencia a Gm @BSL142quedo6 reemplazado paribR generando el psmido BSL-mibRSpy.

PosteriormentemibR se likeré de pBSEmibRSp7 conHindlll-Xbd y se clond en los mismos sitios del
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plasmido pJB3ibR generando el plasmido pJB®HRIIBR el cual se transformdé en células
quimiocompetentes dgé. coli DH5Uy E. coli S17.1.pJB3nibRIibR se transfirié por conjugacion a la
mutanteA. brasilense115siguiendo el mismo método de conjugacion biparental descrito anteriormente.
Las transconjugantes se s&l®naron en placas de MMAB con malato complementadas cpg/d® de

Tc, 25 ug/ml de Km y 30ug/ml de Gm. La comprobacion de la cepa complementada, homArada

brasilense2115mibR1ibR* se llevd a cabo por PCRo mostrada)

6.12. Aislamiento dd RNA y eliminacion del DNA genémico

Los reactivos y soluciones utilizadas para el aislamiert®NA& se muestran en la tabla A3 técnica
consistio en lo siguientena colonia de cada cepa bacteriana crecida en MMAB con malato y rojo congo
(0.005%) por 48 ffue cultivada en 5 ml de MMAB con malat®B8°Cy 150 rpm hasta la fase exponencial
tardia (DQoode 1.0 a 1.1). Este cultivo fue utilizado para inocular 20 ml de MMAB con malato a uga DO
inicial de 0.01. Los cultivose incubarom 30°Cy 150 rpm por 24 (DOsoo de 1.3. 2 ml de cada cultivo

se centrifugarora 8000 rpm por 2 miry cadapaquete celulareslavd dos veces con buffer TE
Posteriormente, cadzaquée celular fue resuspendido en 400 ul de buffér, 400 ul de buffer de lisis
(bromuro de cetiltmetilamonio [CTAB] 2% yde NaCl 2 M) y 50 plde una solucion de SDS al 10% y se
incubaronpor 5 mina temperatura ambienpara lisar las célulafosteriormentese agegaron 150 pl de
fenol saturado con buffer de Trigr{s 0.1 M, pH 8.0) y 300 ul de ansolucion @ cloroformoélcohol
isoamilico (24:1 [vol/vol]). Los tubos se centrifugasoh0000 rpm por 10 miyncadasobrenadante se lavo

3 veces con 300 pl de cloroformo/alcohol isoamilico. EI RidAcada cepse precipitdé con 2 volimenes
de etanol abdato por 20 mira temperatura ambienteos tubos se centrifiaron a 10000 rpm por 10 min

y el RNA purificadose lavo tres veces con 1 ml de etanol al 70% y se resuspendié en 100 pl de agua miliQ
tratada con dietilpirocarbonato (DEP&)0.1%estéril La concentracion del RNA se cuantificd midiendo
la absorbancia a una DO de 260 nm en un espectrofotOEmirMicroplate(BioTek) equipado comna
placa microvolumétrica Take3 (BioTel)a calidad deRNA se determiné analizando la relacida la
D026/ DO2so (un valor entre 1-2.0 se considerd aceptabjeln integridaddel mismo se analiz6 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.

Inmediatamente después de la extraccion del RNA, se elimbidAlgendémicode cada muestra de RNA
utilizandoel kit camercialTURBO DNA-freeKit (Ambion, Life technologies)El procedimiento consistid
en preparar una mezcla de reaccién de 50 pirgpleyo los siguientes component8spig deRNA, 5 pl

de buffer de la DHsa TURBO 10X2 unidades de DNasa TURBO y agua lilbieenucleasad.as mezcla

de reaccion se incubarpor 30 mina 37°C. Posteriormente, se agregaron 5 pl de reactivo de inactivacion
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de la DNasg se incubaropor 5 mina temperatura ambienteos tubos se centrifugam a 10000 rpm por

2 miny los sobremdants, loscuakscontenia el RNA, se separarael reactivo de inactivacion de la
DNasa. La concentracion dada muestra d@NA se volvié a cuantificar como se indicé anteriormente y

la integridad del mismae verificé por electroforesis en gel de agsa al 0.8%Para corroborar la
eliminacion del DNA gendémicae realizéd PCR ulizando200 ng de RNAcomotemplado200 ng de

DNA gendmico como control positivo y los oligonucleotidos 27F y2RiBara amplificar el RNAr 16S.

Las reacciones de PCR fuarceamplificadas para corroborar la ausencia de cualquier producto de PCR.
La ausencia de cualquier producto de PCR indic6 que el DNA gendmico se eliminé en su totalidad de las
muestras de RNA.

6.13. Sintesis del BNA

Inmediatamente después de la elimibaalel DNA gendmico de las muestras de RNA, se llevé a eabo |
sintesis del DNA compleméario (cDNA)utilizandoel kit comercial Maxima First Strand cDNA Synthesis

Kit for RT-gPCR (Thermofisher Scientific). El procedimiento consistié en preparar unaardezeaccion

de 25 plque incluyd los siguientes componentes: 2 ug de RNA, 4 ul de la mezcla de reacay&sxX
componentes inclgn el bufer de reaccion, dNTRligonucledtidos aleatorips2 pl de transcriptasa
reversa (Maxima Enzyme Mix) y agudrné de nucleasaka mezcla de reaccién se incub6 a 25 °C por 30
min, 50 °C por 30 min, 65 °C por 30 myrfinalmente a 85 °C por 5 mjpara inactivar la transcriptasa
reversa. La concentracion del cDMA cada cepse cuantificd midiendo la absorbanciarea DO de 260

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

6.14. Analisis de la eficiencia de amplificacion de los oligonucleétidos utilizados para la RT
gPCR

La eficiencia de amplificacion de cagar de oligonucleétidos se analizé con el método de curva estandar

con cuatro diluciones seriadas de cDNAAlebrasilenseSp7y se muestran la figura complementaria

Cl11 Para la PCR cuantitativen tiempo real (RGPCR)se utilizo el kit comercial Maria SYBR

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

ipdC-RT-F2 e ipdCRT-R para amplificar un fragmento de 109 pbipdC, gyrA-RT-F2 y gyrART-R2

para amplificar un fragmento de 116 pbgyeA; rhoF2y rhoR2para amplificar un fragmento de 188 pb

derho (tabla 3) Se prepararon mezclas de reaccién por triplicado con un volumen finautles2la una

que incluyé los siguientes componentes:ul@e Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X),
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(cuyos comonentes incluyen SYBR Green, dNTPs, Taq DNA polimerasa Maxima Hot Start; MgCl
buffer de PCR), 0.6u de cadaoligonucleétido preparado a una concentraciéon de 10 pmales/
(concentracion final de 300 mM de cada unq)| @e cDNA peparado a una conceation de 80,40, 4

y 0.4nghl (concentracion final de 40, 4, 0.4 y 01gul) y 6.8 pl de agua libre de nucleasas. La gPCR se
realizé en un termociclador StepOnePlus (Applied Biosystsiglliendo el siguiente programa térmico:
95°C por 10 min seguia de 40 ciclos a 95 °C por 15 3e60 °C por 1 minseguido de una etapa de curva

de disociacion (meltwrve stage) a 95 °C por 1 min, 60 °C por 1 min 'y 95 °C por 1 min

6.15. PCR cuantitativa en tiempo real

La cuantificacion de laxpresion dgdC se llevd a cabo por RTPCRutilizando el kit comercial Maxima

SYBR Green/ROX qPCR Maat Mix (2X) (Thermo Scientific) Se prepararon mezclas de reaccion por
triplicado con un volumen final de 20 pl cada una que incluy6 los siguientes componentes: 10 pl de Maxima
SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X), (cuyos componentes incluyen SYBR Green, dNTPs, Taqg DNA
polimerasa Maxima Hot Start, MgQ} buffer de PCR), 0.6 pl de cadtigonucledtidopreparado a una
concentracion de 10 pmoles/ul (concentracion final de 300 mbade uno), 2 ul de cDNA preparado a

una concentracion de 100 ng(gbncentracion final de(lng/ul)y 6.8 pl de agua libre de nucleasas. Para
cada par de oligonucleétidos se incluyeron reacciones de PCR sin templado o comui28® RY/A no

tratado cortranscriptasa reversa como controles negatlvasuantificacion de la expresién g C se

llevé a cabo mediante el método compara@y@2®*®") en el que los gengyrAy rho se utiizaron como
genesde referenciala RT-gPCR se realiz6 en un termociclador StepOnePlus (Applied Biosystem)
siguiendo el siguiente programa térmigb°C por 10 min 40 ciclos a 95 °C por 15 seg y 60 °C por 1,min

una etapa de curva de disociacion (mettve stage) a 95 °C por 1 mi0 °C por dniny 95 °Cpor 1 min

Los datos se colectaron en la etapa de alineamiento. Los resultados fueron analizados con el programa
StepOne Applied Biosystem)El experimento & realizé tres veces, cada uno con muestras biolégicas
obtenidas de ensayos independientes. la figura complementaria C18 muestran las graficas de

amplificacion depdC, gyrAy rho obtenidas por RGPCR.

6.16. Actividad enzimatica de lab-galactosidasa

El ensayo de la actividad enzimatica dé-galactosidasa se llevo a cabo de acuerdo a Miller (1972) con
algunas modificacione&os reactivos y soluciones se muestratagiabla complementaria CEl ensayo

consistié en preparar un prdtivo deA. brasilense2112 y deA. brasilens€2117 en 5 ml de MMAB con
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malato como fuente carbor@30°C por 18 h a 150 rpm. Posteriormente se tomaron alicuotas de cada
precultivo y se inocularon de mara separada en 20 ml de MMAB con malamplemetado con 100
pg/ml de triptéfano contenido en matraces de 120 ml de capacidad hasta obtenesyda DOL. Los
matraces se incubaron a 30 °C 8 faim y se tom6 una muestra denRde cada cultivo a las 12, 16, 20,
24 y 28h de crecimiento. 1 ml de da muestra de cultivo se utilizé6 para medir el crecimiento haater
por espectrofotometria a uB® de600 nm Por otro lado, 1 ml de cada muestra de cultivo seiftagi a
8000 rpm por 2 minse descartd el sobrenadante y el paquete celulasggpedié en 1 ml de buffer Z.
Las células se permeabilizaron con 50 pl de cloroformo y 50 plDf& @ 0.1% a 30C por 30 min
Posteriormente se agregaron 100 pl de solucién sustratenftrofenil-b-D-galactopirandsidd® mg/ml),

las muestras secubaron a 30 °C por 30 mivasta que la solucién se torn6 de color amarillo (tiempo de
reaccion). Para detener la reaccion enzimética se agregaron 200 pl de soluciéon de.f&olWg las
muestras se ogrifugaron a 10000 rpm por 5 mige midié en el sobrenadante a @@ de 420 nm La
actividad especifica se calcul6 en unidades Miller (UM) utilizando la formula: (100Qix)[@@mpo de
reaccion en min x Dé3). El ensayo se realiz6 tres veces de mamaependiente.

6.17. Cuantificacién de la produccion de AIA

La cuantificacion de AIA se llevé a caboncel método descrito por SzkopBielawski (2013) y Carrefio
Lépezet al. (2000. La técnica consistio en preparar un precultivo de cada cepadasienseen 5 ml de
MMAB con malato como fuente de carboad30°C por 18 h a 150 rpm. Posteriormente se tomaron
alicuotas de cada precultivo y se inocularon de manera separada en 20 ml deNibbiiplementado

con 100 pg/ml de triptéfano contenido en matsade 120 ml de capacidad hasta obtener ungJd®
0.01. Los matraces se incubaron a 30 °C a 150 rpm y se tom6 una muestra de 1 mtulévoadans
muestras se centrifugaron a 10000 rpm X miny el sobrenadante se pasé por un filtro con tamafio de
poro de 0.22 um (Millipore). Para la separacién por HPLC se inyectaron alicuotas edee20un
cromatografo de liquidos (Beckman Gold Liquid) con una columt8& @e fase reversa con un diametro
interno de 4.6 mm y un tamafio de particula den5Las fracciones fueron eluidas con una fase movil
isocratica, la cual consistio de acetonitrilo (reactivo A) y &cido acético al 1% (reactivo B) en una relacion
40:60 vl/v, respectivamente, a una tasa de flujo de 1 ml/min y a una absorbancia de 280 ntieggoun
de corrida de &in (CarrefieL6pezet al.,2000). Los ensayos se realizaron por triplicado y la concentracion
de AlA se calcul6 de acuerdo a una curva patron que se realiz6 a partir de AlA ¢8iglogo no. 8b1-

4) y se normaliz6 cuantificando las priotas totales del cultivo bacteriano con el método de Bradford de

acuerdo a las especificaciones del fabricante-f&id).
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6.18. Andlisis bioinformaticos

Los alineamientos se llevaron a caboel servidor Clustal Omega (Sievessal, 2011). Los residuos
conservados de nuclettidos y de aminoacidos se resaltaroel servidor Multiple Align Show
(http://www.bioinformatics.org/sms/index.hfnLa busqueda de secuencias homélatgasucleotidos o
aminoacidosse llevd a cabo en BlafAltschul et al, 1997) y en GenBank (Benset al, 2005). La
prediccion de estructuras secundarias y terciarias se realizé con el servidé(iRHigg et al, 2015) y

la prediccion de los dominios protéicos se réation el servidor SMART (Schulit al, 1998).Los

arboles filogenéticos se construyeron con el programa MEGA version 5.0 (Tatalra2011).La
blsqueda de sitios de unidn a factores de transcripcion se llevo a cabo en en el servidor Virtual Footprint
de la base de datos PRODORIC (Muetlal, 2005)

6.19 Analisis estadistico

La siginificancia estadistica de los datos se determiné utilizando una prdebstudent desapareada
utlizando el programa estadistico SigmaPlot version 14.0.

6.20. Clonacion y &presion de LibR y MibR

Para la expresion de LibR, la region codificantdilol® (645 pb)se amplificé con los oligonucle6tidos
FluxR y RIuxR (tablaB), los cuales fueron disefiados con sii@sR| y Sal, respectivamentg DNA de

A. brasilenseSp7 como tenlpdo. El producto de PCR se cloné en los siiogRI-Sal del plasmido de
expresion pGEXT-1 (GE Health Care Life Sciences) generando el plasm@EBXGST-libR. En
pPpGEXGST-ibR, libR quedoé fusionado al gen que codifica para la proteina glutatitcan§feasa(GST),

de tal manera que semgra una proteina hibri@&ST-LibR, con GST unida al extremo aminerminal de
LibR. Por otro lado, para la expresion de MibR, la regidn codificanteidB (495 pb) se amplificé con
los oligoneledtidos FmarR y RmarR (i 3, los cuales fueron disefiados con sitittoR| y Sal,
respectivamente y DNA da&. brasilenseSp7 como templado. La clonacién se realizé de manera similar
que libR generando eplasmidopGEXGST-mibR EI mapa fisico de los plasmid@&SEXGST-IbR y
PGEXGST-mibR se muestra en la figura complementaria QGEXGST-mibR, mibRquedé fusionada
gst de tal manera que sergera una proteina hibri@&sT-MibR, con GST unida al extremo amino terminal
de MibR. pGEXGST-ibR y pGEXGST-mibR se transfirieron de mare separada a células
quimiocompetentes d&. coli BL21 generando las cepds. coli BL21-libR o E. coli BL21-mibR
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respectivamenteSe prepraré un precultivibacterianode E. coli BL21-libR o E. coli BL21-mibR
inoculando una coloniade cada cepa en un tulbon 5ml de LB complementado con 108g/ml de
ampiclinay se incubaron a 37 °€ 150 rpm por 18 horas. Posteriormente se tomar6reR8e cada
precultivo y se inocularon en mates con 25 ml de LB (dilucion 1:1006pmplementado con 10@/ml

de ampidinay se incubaron a 37°C a 150 rpnstaaobtener una D) = 0.5 Para inducir la expresiéon de
PGEXGST-ibR o de pGEXGST-mibR se agregdisopropitb-D-1-tiogalactopiranosidgIPTG) a cada
matrdz a una concentracion de 0.1 mide incubaron a 22°C a 150 rpm por 3 horas Réi® cada cepa
se preparé un matrdz como control el cual no fue tratado con IPTG (no inducao)ultivos se
centrifugaron en alicuotas de 10 ml a 10000 rpm por 10 mirautd®C. Los paquetes celulares se
almacenaron &80°C toda la noche y posteriormente se resuspemndérl ml debuffer de lisis (50 mm
de TrispH 8 5 mm de EDTA, 50 mm de Nad,15 mMde PMSF yl mM de 2mercaptoetanol)Las
células se lisaron por sonicacién mantenidas en hielo corograpra de 10 pulsos por 30 segurald9%

de amplitud (el processe repitid 3 veces con intervalos de 5 min). Las células lisadas se gantrifa
10000 rpm durante 1 h a 4°C para separar los restos celulares (este proceso se realiz6 dbasveces).
proteinas de la fraccion soluldle cuantificaron coel método d@radford (BicRad Protein Assay Kit) de
acuerdo a las instrucciones del fabricaritizandocomo referencialbiminade suero bovinROCHE)
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7. RESULTADOS

7.1.Andlisisin silico del promotor deipdC de A. brasilenseSp7.

En el genoma dA. brasilenseSp7 el geripdC que codifica para lanzimafenilpiruvato descarboxilasa
(PPDQ) esta localizado en la cadena positiva del cromosoma anoctatwAMKS58 RS11560(no. de
acceso en GenBankP_035671558.1)A una distancia de 250 pb rio arriba gddicado en direccion
opuesta #dCse encuentra el ggttX anotado com@MK58 RS11555que codificgpara una glutamato

tRNA ligasa, y a 205 pb rio abajo, gén AMK58 RS11565que codifica para una prdiia proteasa
dependiente de ATEZimmer et al, 197; Kwak & Shin, 2A.6; este trabajp(figura §. EI promotor de

ipdC esta localizado en la region intergénica egltr¥ e ipdCy ha sdo estudiad@nA. brasilensesp245
(Vande Broeket al, 2005 Rothballeret al, 2003. La region 5rio arribale ipdC de la cepa Sp245 se
localizaron varios elementos eis que son importantes para la expresion del gen, entre ellos, un elemento
de respuesta a auxinas (AuxRE) probable sitio de unién para el factor sigma Rp6h, (una repeticion
invertida de 8 pb separada por una secuencia de 4 pb (ATTGTTTC(GAAT)GAAACAAT), dos secuencias
palindromes, un probable sitio de unién a ribosoma, asi como el sitio de inicio de la transcripcion
(Rothballeret al, 2005, Lambrechét al, 1999, Vande Broekt al, 2005).A excepcién de las dos
secuencias palindromes, todos los demas elementass estdnconservadoen el promotor deA.
brasilenseSp7 (figurab).

ﬁ/ AMK58_RS11555 (ItX) AMK58_RS11560 {pdC) AMKS58_RS11565 /L
| gltX |
‘—
gacgga catgcgggcatcattcgaaagtcgggacagggcggcagtcgtagcacgccgegceg C
V S M

ngtC cgaaagacgCccatcaggcgccgcggggtctatcgcgttcggcgcccgatcgctctc
Repeticion invertida
ccac C CCtCC&C&&tttCng cgcatatgg attgtttcga@tgaaagaat tcttgcgcggag
Probable caja’ % AuxRE ;1 g D

cggltggcggaggegatge  flgtcce cctgtgegggttticggecegegaaacctattggaacy
i SIT

ggagagcggcc atg aagctg gec gaagcec ttg ctg cge geg ctg aaggat cge ggc geca cag
L A E A L L R A L K D R G A Q

M K
ipdlc —»

Figura 6. Region del extremo 5deipdC de A. brasilenseSp7. La repeticidn invertida esta indicada con dos flechas opuektas,
probable sitiadeunién para el factor® esta indicadaon un rectangulo, mientras que el elemeigtoespuesta a auxinasukRE)

esta subrayado con una linea discontinua, el probable sitio de deida transcripcion (nucleétido +1) esta indicado con un
triangulo invertido. Se indica eliio de la regidn codificante agtX y deipdC con sus respectivos aminoacidos.
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La comparacién de la secuencia de la region ipdiede la cepa Sp7 con el de la cepa Sp245, mostré que
esta Ultima congine una region de 150 pb queasté presente endapa Sp7 (Rothballet al, 2005). Esta
misma diferencia se observé en la regién 3pd€ de A. brasilenseSM (Malhotra & Srivastava, 2008).
Tomando como referencia este antecedamegste trabajo se llevd a cabh@palisisde la secuencia de
ipdCincluyendo la regién del extremo 8é diversas cepas @e brasilenseaisladas de diferentes plantas

y sitios geogréficos (tablg,2sto con el fin de saber si exigtgiabilidad en la secuencia de nucleétigos

si esta variabilidadpodria tener una relasi drecta con la produccion de AlASstas cepas fueron
identificadas previamente por métodos fisioldgicos y bioquimicos (MasEapezeet al, 1988,Diaz

Zorita y FernandeZanigia 2009Di Salvoet al, 2014,Garcia de Salamonet al, 1996,Pedrazet al.,
2007,Rarizet al, 2013), sin embargo, se considerd necesario llevar a cabo la identificacion a través de la
amplificacién por PCR y la secuenciacion del gen RNAr 16S. Para ello, se disefiaron los oligonsicle6tido
rRNA-AzoF y rRNA-AzOR (tabla 3 paa amplificar la secuencia completa del gen RNAr 16S especifico
de Azospirillumspp. El oligonucleétido rRNAAzoF hibrida en una regién conservada localizada a ~170
pb rio arriba del RNAr 16S, mientras que el oligonucle6tido rENAR hibrida en una regi@onservada
localizada a ~60 pb rio abajo del mismo. Un alineamiento multiple de secuencias del gen RNAr 16S de
Azospirillumspp. y de bacteriaflogenéticamente relacionadasostré que estas dos regiones sélo se
conservan en bacterias del gén&rospirilum (no mostrado). Con estos inidiares se obtuvo un producto
de1.75 kb solo en bacterias del géndmmspirillummientras que no se observé ningun amplificad&.en

coli S17.1 ni erSphingomonasp,, utilizadas como controles negativos, tal y como perabgfigura 7).

El producto de PCR se secuencid y la secuencia de nucle6tidos obtenida de cadacaiggden el
servidor bioinformatico BLASTLa secuen@ del RNA 16S de cada cepa se deposito en el GenBank (el
namero de acceso se muestra en tdatd). Las cepas fueron identificadas cowo brasilensey A.
lipoferumbasado en el porcentaje de identidad condaeseia de nucledtidos del RNABS de bacterias
disponibles en eberBank(tabla 4)

Figura 7. Amplificacion por PCR del gen RNAr 16S deAzospirillum spp.La PCR se realiz6 con los oligonucleétidos rRNA
AzoF y rRNAAzoR y DNA gendmico de las cepas Aeospirilumspp.indicadas en la parte superior de cada cgrcbmo
controles negativos DNA gendémico 8phingomonasp. y E. cdi. MPM, macador de peso molecular de 1 kb.
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El arbol filogenético construido a partir de la secuencia del RNAr 16S mostré que lagsti@pasiuy
emparentadas entre §i mostraron una estrecha relacion taxondmica con bacterias del género
Rhodospirillumspp. y Magnetospirillumspp (figura §.

Tabla 4. Identificacion de cepas dezospirillumspp. basado en la secuencia de nucleétidos del gen RNAr
16S

Cepa Nombre de la cepa No. de No. de acceso del Bacteria mas Identidad de la
nocledtidos genRNAr 16S & relacionada de secuencia (%) del gen
secuenciados GenBank acuerdo al analisis en rRNA 16S con la
del gen rRNA Blastn bacteria mas
16S relacionada

M-1 A brasilenséM-1 1473 KP676398  A. brasilenseAz39 99%
(CP0O07793.1

C15 A. brasilenseC15 1473 KP676402 A. brasilensesp7 99%
(CP012914.}

40M  A. brasilenselOM 1473 KP676405 A. brasilensesp7 99%
(CP012914.}

42M A brasilensel2M 1473 KP676404  A. brasilensesp7 99%
(CP012914.}

152B A. brasilensel5-2B 1475 KP676403  A. brasilenseAz39 99%
(CP0O07793.1

5 A. lipoferum5 1472 KP676401  A. lipoferum4B 98%
(FQ311868.)

45 A. lipoferumd5 1471 KP676400 A. lipoferum 98%
DSM 1691
(NR117481.)

64 A. lipoferum64 1472 KP676399  A. lipoferum4B 97%
(FQ311868.1

9 Azospirillum brasilense Sp245 (HE577328)
Azospirillum brasilense Az39 (CP007793.1)

pirillum brasilense M-1

pirillum brasilense C-15

2. A4 {)\;Ilfl//llm brasilense 42M

100 I—LLU\[}IH”IHH brasilense 15-2B

Azospirillum lipoferum 4B (FQ311871.1)
9% Az mplrlllum sp.B510 (AP010951.1)

AAzospirillum lipoferum 45

6 AAzospirillum lipoferum 64
%2 Ll.u\/m illum lipoferum 5
illum centenum SW (NR_074105.1)
100 [~ [)uhlum\pu illum sp. DB (AY530551.1
\———— Magnetospirillum sp. pMbN1(FQ790395.1)
100_————— A Sphingomonas s
i \———— Sphingomonas sp. ?\’lM 1 (NC_020561.1)
e Caulobacter segnis ATCC 21756 (NC 014100.1)
100 Mesorhizobium loti MAFF303099 (NR 074162.1)
9 > 76 Rhl:ohmm etli CFN 42 (NC_007761.1)
Azorhizobium caulinodans ORS 571 (NR 074185.1)

Bosea minatitlanensis AMX51 168 (NR_028787.1)
o4 Ay 00 Blud\r/u.uhnun Jjaponicum USDA 110 (NC_004463.1)
palustris CGA 009 (NC_005296.1)
thAellslu typhi TH1527 (NC_017066.1)
e 100 ———— Enterobacter cloacae \uh\[nlmu ae NCTC 9394 (NC 0’104{) 1)
——— Thioalkalivibrio sulfidophilus HL-EbGR7 (NR_074692
100_——— Eubacterium siraeum V10Sc8a (NC 021043.1)
Ruminococcus champanellensis 18PT3 (NC_021039.1)
Streptomyces coelicolor A3(2) (NC_003888.3)
Chthonomonas calidirosea T49 (NC 021487.1)

Figura 8. Arbol filogenético basado en la secuencia del geRNAr 16S deAzospirillum spp. Las cepas marcadas con un
triangulo negroen aquellas cuya secuencia B&IAr 16S (14711475pb) se obtuvo en este trabajo. Lasusecias de nucledtidos

del genRNAr 16S de bacterias utilizadas como referencia fueron obtenidas del GenBank (el nimero de acceso se muestra en
paréntesis). El arbol filogético se construyd con el algoritmeighborjoining utilizando el programa MEGA 5.0 con un valor
bootstrap de 1000 réplicdsos numers en las ramas del filograma indicas lvalores de bootstrap mayores al 50%. La barra de
escala corresponde a 2.0 sustituciones por posicion de nucleétido.
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7.2 Andlisisdela variabilidad de la region del extremo 5deipdC de A. brasilensespp.

Como se indicé anteriormenteno de los objetivos de este trabajodnalizar si existe variabilidadnto

en la regién codificante dedCcomo en la region del extremodgAzospirillumspp.aisladas de diferentes
plantas y sitis geogréaficogtabla 3. Para ello, se llevé a cabo la amplificacion por PCRdE utilizando

los oligonucleétidofRegR2F y RiaaCGStop (tabla 3§ y DNA gendmico de cepas dezospirillumspp.
identificadas previament@abla 4) La posicion del sitio de hibridacion de ambos oligonucleétidos varia
entre cepas dA. brasilensepor ejemplo, efia cepaSp245, eloligonucle6tidoRegR2F hibrida en una
region localizada a 328 pb rio arribaigdC, mientras que eta cepaSp7, el sitio de hibridacién se locadiz

a 178 pb rio arriba del mismBsta diferencia se debe a la presencia del fragmento de 150 pb en la region
5" deipdCde la cepa Sp245 misma que no esta presente en la cepa Sp7 como setardichante. De
igual forma, la localizacion del sitio de hibridacion del oligonucleétido R&@f varia entre estas dos
cepasEn la cepa Sp245 se locaia749 pb rio abajo dipdC, justo al final del gefaaC, mientras que en

la cepa Sp7 se localized4 pbdebido a que en esta Ultima solo esta presanfeagmento déa region 3’
deiaaC (Malhotra &Srivastava, 2008pebido a esta diferencia entre cepaéderasilensese obtuvieron

dos grupos @ amplicones; el grupo | &75 kb(tomando como ferencia la cepap245) y el grupo Il de

1.9 kb(tomando como referencia la cepa Sf¥§ acuerdo a los resultadoslddPCR, las cepas Sp245,
M1, Az39 y Usaba pertenecen al grupariientras que las cepas Sp7;2B 42M y C15 pertenecen al
grupoll (no mostrado)En las cepas d&. lipoferum5, 45 y 64 no se obtuvo ningun ampli@m utilizando
varios pares de oligonucle6tidé®or ello, la busqueda dedC en estas cepas se realizé medi&aathern

Blot utilizando la regién codificante dadCde la c@pa Sp7 como sonda, sin embargo, no se obtuvo ninguna
sefial de hibridacion (no mostrado), lo cual indicaipd€ no esta presente en estas cefpams resultados
concuerdan con el hecho de que otras cepas AapgpirillumspB510 yA. lipoferum4B careca deipdC
(WisniewskiDye et al, 2011, Kanekoet al.,2010).El producto de PCR de cada cepa se secueriei6 y
secuencia de nuclettidesdepositd erel GenBank (niumero de acceso KM9723p8C deA. brasilense
M-1], KM972379 [pdCdeA. brasilenseC-15], KM972380 [pdCdeA. brasilens&2M], KM972381[ipdC

de A. brasilensel5-2B], KM972382[ipdC de A. brasilenseAz39] y KM972383[ipdC de A. brasilense
USA54). En la region 5" dépdC se observaron dos aplotipos, el aplotipo | que contiene una regiof de 15
pb como la cepa Sp245 vy el aplotippdl cual carece de dicha region como la cepa(8gdra 9. Las
cepas pertenecientes al aplotipo | poseen dos secuencias palin(dsoliness la figura 9 muy conservadas
(100% de identidad) Tanto las cepas delplotipo | como del aplotipo Il comparten una regiéon muy
conservada (891% de identidad) de 146 pb rio arriba del codén de inicipdigen la cualla repeticion

invertida el prdbable sitio de unién a RpoN, el sitio AuxR& sitio de inicio de la trascripciony el
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probable sitio de unién a ribosomadiones lll, IV, V, VI yVII, respectivamente en la figuragstan muy
conservados. Estos resultados indican que epastavariabilidad en lasecuencia de nucleétidos de la

region 5"ddpdC entre cepadeA. brasilensaisladas de diferentetaptas y regiones geograficas.

AbSp245 [CCCCTCTCCCGCCCCGGGAGAGGET GGCGCCGAAGGCGCCGGGTGAGGGTCGTCCGAGGA 60
AbM 1 |CCCCTCTCCCGCCCCGGGACAGGET GGCGCCGAAGGCGCCAGGTGAGGGT CGTCCGAGGA 60
AbAz39 [CCCCTCTCCCGCCCCGGGACAGGEHTGGCGCCGAAGGT GCCGGGTGAGGGTCGTCCGAGGA 60

ADUSABE - - ----------------------- GGCGCCGCAGGCGCCGGGT GAGGGT CGACCGGGGA 35
S = S o o3 i 5
ABSN TCGCT- - = = = = = = = === == =@ m e m e e e 5
T 20 € o3 5
ADA2M CCCCT = = = = = = = = = = = = mm @ mm e o m e e e e e e e e e e e 5
ADCLS = - = = = = & e e el 0

AbSp245 TCAAGACACCAGCCCTTGGCGACACCCTCACCCTTCCCACGCTGCGCGTGGGCCCCTTICC| 120
AbM 1 TCAAGACACCAGCCCTTGGCGACACCCTCACCCTTCCCACGCTGCGCGTGGGCCCCTTCC| 120

AbAz39 TCAAGACGCCAGTCCTTGGAAGCACCCTCACCCT T - - = === == mmmmmmmm e = c| o7
AbUSA5z TCAAGTCACCAGTCCTTGGCGGCACCCTCACCTCTCCCACGCT GCGCGCGGGCCCCTCCC| 95
- X 5
ADSN = = = = mn e e e e oo 5
S 5
Y 5
ADCLS - - - = - m o m e e e e e e e oo 0

AbSp245 |CTCTCCCGGGACGGGAGAGGGCGATATCAAGCGCGGCCTCCACCCCTCCACAATTTCCGGC 180

AbM 1 |CTCTCCCGGGACGGGAGAGGGGATATCAAGCGCGGCCTCCACCCCTCCACAATTTCCGGC 180
AbAz39 |CTCTCCGGGGACGGGAGAGCGGATATCAAGCGCGGCCTCCACCCCTCCACAATTTCCGGC 157
AbUSA5z |CTCTCCCGCGCGGCGCGCAGAGGGCGATTTTAATTGCCGCCCGCACTCCTCCACAATTTCCGGC 155

ADIB-2B - s - - i - i oot GTCCCACTCCTCCACAATTTCCGGC 30
ADSN = - = = e el CTCCCACCCCTCCACAATTTCCGGC 30
ADSPT = = - = e e e e CTCCCACCCCTCCACAATTTCCGGC 30
N CTCCCGCCTCTCCATAAATTCCAGC 30
o<

AbSp245 GCGAATG(Q
AbM 1 GCGAATGQ
AbAz39 GCATAAGQG
AbUSA5s GCACATC(Q
Abl15-2B GCAAACGQ
AbSN GCATATGQ
AbSp7 GCATATGQ
Ab42M GCAAATAQG
AbC15 --------

S22l T CCCCCTGTGCCGGGTTTTC(H CIEAAACTRAAT TGGAACCGGAGAGCHECCATG 296
I\ MM TCCCCCTGTGCCGGGTTTTC(Q CEAAACCIAAT TGGAACCGGAGAGCHECCATG 296
VA T CCCCCTGTGCGGGTTTTC(Q CIEAAACCRAT TGGAACCGGAGAGCHECCATG 273
INJVSTER T CCCCCTGTGCCGGGTTTTC(Q CIEAAACCIIAT TGGAACCGGAGAGCHECCATG 271
INJREW B T CCCCCTGTGCCGGGTTTTC(Q CIRAAACCRATTGGAACCGGAGAGCHECCATG 146
LS TCCCCCTGTGCGGGTTTTC(Q CIEAAACOQIAT TGGAACCGGAGAGCHECCATG 146
IS Y@l T CCCCCTGTGCCGGGTTTTC(Q CIEAAACCIIAT TGGAACCGGAGAGCHECCATG 146
INZYAVR T CCCCCTGTGCCGGGTTTTC(Q CIEAAACCIAAT TGGAACCGGAGAGCHQJCCATG 146
AbC15 TCCCCET GTGCGGGTTTTCQ CIEAAACCAAT TGGAACCGGAGAGCHECCATG 104

Figura 9. Alineamiento multiple de la regién rio arriba de ipdC de cepas deA. brasilense Las secuencias mostradas en el
alineamiento corresponde a la region rio arribgpd€ de A. brasilenseSp245(AbSp245, no. de acceso en GenBalik 016617.1),

A. brasilenseM-1 (AbM-1, KM972378) A. brasilenséAz39 (AbAz39, CP007793.14. brasilensdJSA5a (AbUSA5a, KM972383),

A. brasilensel5-2B (Ab152B, KM972381),A. brasilenseSM (AbSM, DQ490109.1)A. brasilemseSp7 (AbSp7, CP012914.14,
brasilenset2M (Ab42M, KM972380) yA. brasilens€C15 (AbC15, KM972379). Las cajas representan las secuencias palindromes (I
y II), la repeticion invertida (IIl), el probable sitio de unién a RpoN (V) el sitio AuxRE (\Aitiel de inicio de la transcripcion (V1)

y el probable sitio de unién a ribosoma (VI1). La flecha indica el inicio de la region codificaiteé@eEl alineamiento multiple se
realizé con eprograma Clustal Omeg&n color negro se indican las regiorted alneamiento con 100% de identilg fueron
resaltadas utilizandel servidor bioinformatico Multiple Align Shovin{tp://www.bioinformatics.org/sms/index.html
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7.3Analisis de la secuencia daminoacidos de PPDCs de cepas dée brasilense

El alineamiento multiple de la secuencia de aminoacidos de P&®(as cepas analizadas mostré que
comparten un porcentaje akentidad del 99.00% (figura 1Q y tienen conservada la triada catalitica que
esta implcada en la unidal sustrato de acuerdola comparacién cdia PPDC deE. cloacag(Schitzet

al., 2005). Sin embargo, el Glu468 de IRIPC deE. cloacaecorresponde a unatcina en la posicion 462

en todas las PP¥de A. brasilenseanalizadas figura 1Q. El analisis en BLAST utilizando como
referencia la secuencia de aminoacidoRdRPDC deA. brasilenseSp7, mostré que homologos a PPDCs

se encuentran distribuidos en diversos géneros bacterianos y, de acuerdo al andlisis fildgeméatian

solo cluster perteneciente a la familia de las PPDCs de acuerdo a la calsificacién sugerida poeSpaepen
al. (2007)(figura 17). En conjunto, estos resultados indican, quaque las cepas analizadas fueron aisladas
de diferentes regiones geograficadeydiferentes plantas, existe muy poca variabilidad en la secuencia de
aminoacidos de€PDG.
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ZhSpT7-PEDC M \GAYAEEK AQARLDDPAERAPAEIARVLGAARALSREV Y|k
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AbUSASa-PEDC M \GAYLER = G]’.JAGLLLHHQ RTLDTQFQVFEEITVAQARLDDPAERAPAEIARVLGAARALSREV YN

Pkl [ E I FRNM VN AEQRFE PVGDDPAWPVDRDALARCADE VL AEIME WS EFVLMVCVEVRRYGLEAEVAELAQRLGVEVVTTFMG 240
PRy el . I PRNMVNAEMEPVGDDPAWPVDRDALAACADEVLAMME WS PVLMVCVEVRRYGLEAEVAELAQRLG VT T FMG R
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AR el C L LEDAEPTPPLGT GVAGDREITRLVEESDGLFLLGAILSDTNFAVSQREIDLEETIHAFDRAVTLGY

ARl VDA LLERLPPSDRTMR YPTGLQADMEEP IAPMDIARAVNDRVRAGQEPLLIAADMGDCLFTAMDMIDAGLMAPG
P e RSVl V D ELLERLPPSDRT PIAPMDIARAVNDRVRAGREPLLIAADMGDCLFTAMDMIDAGLMAPGY
pA Ryl " D A LLERLEPPSDR TR YPTGLOADERIPIAPMDIARAVNDRVRAGQEPLLIAADMGDCLFTAMDMIDAGLMAPGY
paer ki vl V[ A L LERLFPS DRTWRGREEPHAY PTG LOAD[EMF IAPMD IARAVNDRVRAGREPLLIAADMGDCLFTAMDMIDAGLMAPGY
PR el V D L L LERLPPS DR TR GEEFHAYPTGLOAD[ERAF IR PMD I ARAVNDRVRAGRQEFLLIAADMGDCLFTEMDMIDAGLMAFR
Rl V D AL LERLPPSDRTMWMRGEEPHAY FTGLQ_ZLD BPFIAPMDIARAVNDRVRAGQEPLLIAADMGDCLFTAMDMIDAGLMAP
EbC15-FFDC JADEEM P I APMDIARAVNDRVRAGQEPLLIAADMGDCLFTAMDMIDAGLMAPG
EhUSRSa-PPDC 4 tLPPSDR e F T A PMD I ARAVNDRVRAGREPLLIAADMGDCLFTEAMDMIDAGLMAPG
BbSpT7-FPDC paENepl * I LQCV 3 GDGAFQMIGWELGNCRRLGIDPIVILFNNASWEMLRTFQPESAFNDLDDWREA
LbSp245-PPDC  pgedl * I LQCV A GDGLFQHT WELGNCRRLGIDPIVILFNNASWEMLRTFQPESAFNDLDDWREFA
AbM1-FPDC o VGDGAFQMIGWELGNCRRLGIDPIVILFNNASWEMLRTFQPESAFNDLDDWREA
EbRz39-PPDC  pgNepl * I L QC L VGDGAFQMTGWELGNCRRLGIDPFIVILFNNASWEMLRTFQPESAFNDLDDWRFA
ER15-2B-FPDC paNepl * I LQCV 4 GDGAFQMIGWELGNCRRLGIDPIVILFNNASWEMLRTFQPESAFNDLDDWREA
BEbR4ZM-PPDC  pNepl B LQCV L VGDGAFQMITGWELGNCRRLGIDPIVILFNNASWEMLRTFQPESAFNDLDDWREA
BbC15-FPDC LG M d A VGDGAFQMIGWELGNCRRLGIDPIVILFNNASWEMLRTFQPESAFNDLDDWRFEA
EhUSRSa-FPPDC  pNepl I L QC L GDGAFQMTGWELGNCRRLGIDPFIVILFNNASWEMLRTFQPESAFNDLDDWRFA
2bSpT7-PPDC TRGRFQLIERMIFRG REFVQGQERLH 545
IbSp245-FPDC TRGRFQLIEAMIPRG SDTLARFVQGQRERLHAAPRE 245
EbM1-FFDC TRGRFQLIEAMIPRG SDTLARFVQGQERLHTFPFPRE 545
RbRz38-PPDC TRGRFQLIEAMIPRGVLSDTLARFVQGQERLHAARPRE 345
Eb15-2B-FFIC ATRGRFQLIEAMIPRGVLSDTLARFVQGQERLHAAFPRE 545
Lb42M-PPDC TRGRFQLIEAMIPRGVLSDTLARFVQGRERLHAARPRE 345
AbC15-PPDC ATRGRFQLIEAMIPRGVLSDTLARFVQGQERLHALAPRE 545
EbUSRS5a-FPDC MERGM GV RVER TR A F el ittt 498

Figura 10. Alineamiento multiple de proteinas homoélogas a PPDC de cepas #e brasileng. Las secuencias mostradas en el
alineamiento corresponde a la sewia de aminoacidos da PPDC deA. brasilenseSp7 (AbSp7PPDC, no. de acceso en GenBank
WP_035671558.1)Je A. brasilenseSp245 (AbSp24%PDC, WP_014239487.1de A. brasilenseM-1 (AbM1-PPDC, AKE79065.1)je

A. brasilenseAz39 (AbAz39PPDC, AIB12566.1)de A. brasilensel5-2B (Ab152B-PPDC, AKE79068.1)de A. brasilense42M
(Ab42M-PPDC, AKE79067.1)de A. brasilenseC15 (AbC15PPDC, AKE79066.1)y de A. brasilenseUSA5a (AbUSA5aPPDC,
AKE79070.1Los numeros indican los aminoacidos de la triada catalitica AdEA3.3Leud62 (I, Il y Ill, respectivamente) de acuerdo
a la comparacion cda PPDC deE. cloacag(Schitzet al, 2005). El alineamiento mdltiple se realiz6 conpebgrama Clustt Omega

En color negrg/ en grisse indican las regiones del alineamiento con 100% de identiti@@% de similitud, respectivamentdueron
resaltadas utilizando el servidor bioinforméatico Multiple Align Shattp(//www.bioinformatics.org/sms/index.html
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—
I_L': Gloeobacter violaceus PCC 7421(WP_011142055.1)
Methylosarcina lacus (WP_024298110.1)
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Figura 11. Arbol filogenético de proteinas PPDCs dé. brasilensespp. y sus homoélogos de otros géneros bacterianbas

cepas marcadas con un triangulo negro son aquellas cuya sed#spdia (1638 pb) se obtuvo en este trabajo. La secuencia de
aminoécidos de la PPDC febrasilens&p7 se utilizé como referencia para la busquedasieamédlogos en GenBauokilizando

BLAST y los nimeros de acceso en GenBank correspondientes seemeegparéntesis. El alineamiento multiple de la secuencia

de aminoécidos (545 amino&cidos) se llevé a cabo con MEGA 5.0 utilizando el algoritmo Muscle y el arbol filogenético no
enraizado se construyd con el métddaximum Likelihood basado en el modele Whelan y Goldman (Whelan y Goldman,
2001)utilizando el mismo programa con un valor bootstrap de 1000 réplicas. Los numeros en las ramas del filograma indican los
valores de bootstrap mayores al 50%. La barra de escala corresponde a 2.0 sustituaiadaslpaaminoéacidos.

7.4.Produccion de acido indoi3-acético en cepas dA. brasilense

Para analizar la biosintesis de Allas cepas s@zospirillumspp.se cultivaron en MMAB con malato
como fuente de carbono complementado con 100 pg/ml de tript(@ad® mM). Para este analisis se
incluyeron otras cepas de brasilenseasi como otras especies coMoamazonensd\. irakensey A.
halopraetrens La cantidad de AIA producido se determindr (HPLC como se indic6 en material y
métodos a partir de laglh hasta las 48 de crecimiento y los valores obtenidos fueron normalizados con
la cantidad de proteinas totales del cultivo bacteri@omno se muestra en la figura, 22las 24 h de
crecimiento, todas las cepasAlebrasilensgrodujeron AlA en valore desde 13.8g/mg de proteina en

la cepa Az39 hasta 3629/mg de proteina en la cepa M1. A las 48 horas de crecimiento la produccién fue
mayor en todas las cepasAlebrasilensealcanzado valores que van desde 28/8ng de proteina en la
cepa UAP14 hasta 983/mgde proteina en la cepa 40M. De igual forlhaamazonens¥2 produjo una
cantidad considerable de AlA a las 24 y 48 h (56.9 y 9@/rhg de proteina, respectivamente). En cambio,
las cepas da. lipoferumprodujeron muy poco AlA a las 48 y 72 h de creemto, con valores de 0.17 a
3.8>g/mg de proteina (figura L2 Estos resultados indican glebrasilensgroduce una mayor cantidad

de AIA queA. lipoferumy que otras especies coroirakensey A. halopraeferens
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Figura 12. Determinacién de la pooduccion de AlA por HPLC en cepas dézospirillumspp.Las cepas se crecieron en MMAB

con malato como fuente de carbono y triptéfano (100 pg/ml [0.49 mM]). En los tiempos indicados se tomd una alicuota de cada
cultivo para la cuantificacion de AIA por HPLYZ de proteinas totales como se indicé en material y métodos. Los resultados
corresponden a la media de los valores de ensayos por duplicado de tres réplicas bioldgicas y las barras de errolaepresentan
desviacion estandar.

7.5.1dentificacion detyrR en el genoma déA. brasilenseSp7

En un trabajo relizado por Ryu Ratten (2008), se encontré queEencloacaeUWS el genipdC que
participa en la biosintesis de AIA a través de la via del acido-8idolivico es regulado de manera
positiva y directa poel factor transcripcional TyrR. La mutaciéntgteR provoc6 una disminucion drastica
en la produccién de AIA comparado con la cepa silvestre, comprobando asi su partieip&chiosintesis
de AIA (Ryu & Patten, 2008). TyrR regula la transcripcion deege(de manera positiva o negativa) que
estan implicados en el transporte y metabolismo de aminoacidos aromatiEosainy generalmente
utiliza como cofactores a los aminoacidos aroméaticos tirosina, fenilalanina o triptéfano éPataD05).
Tomand como referencia este hallazgo, este trabajo se planted la hip6tesis de dpitgg misma forma
gue erk. cloacae TyrR podria tener un papel importante en la produccion de A\ brasilenseSp7 a
través de la regulacion transcripcional iddC. Para comprobar esta hipétesis, primseorealizéuna
busqueda bioinformatica de proteinas homélogas a TyrE.dmli K12 (no. de acceso en GenBank
NP_415839.1)en el genoma d&. brasilenseSp245(WisniewskiDyé et al, 2011)debido que al inicio de

esk trabajo aun no estaba disponible el genoma de la cepa Sp7. De estatftizara]o la herramirenta
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BLASTP, se encontré una proteican unadadentidad del 43% (38 de similitud valor E4e-122) con TyrR

de E. coli (no. de acceso en GenBawkP_035673473) codificadapor el gen AZOBR_RS08019.a
secuencia de nucleétidos thgR de A. brasilenseSp245 se utiliz6 como referencia para disefiar los
iniciadares tyrRF1 y tyrRR1.1 (tabla Bcon los cuales, a través de PCR utlizando como templado DNA
genomico deA. brasilensesp7,se obtuvo un amplificio de 2886 pb el cual incluy6 fagién codificante
detyrR (1542 pb) un fragmento d4063 pb dda region del extremo 5y un fragmento 21 pb dda
regiondel extremad3’. El producto de PCR se secuenci6 ydawuencia de nucleétidos tdgR mostro un
porcentaje de identidad del 9¥alor E 0.0)contyrRdeA. brasilensesp245. La publicacion del genoma
completo deA. brasilensesp7 (Kwak &Shin, 201$ permitié confirmar la presencia tdgR en esta cepa.
tyrR esta codificado en la cadena complementaria del cromodera brasilenseSp7 anotado con el
namero de locus AMK58_RS0708tgura 3. A una distancia de 272 pb rio arribatgeRr y codificado en
direccién opuesta, seneuentrael gen MK58 RS07035 el cual codifica para una faminoacido
deshidrogenasg@o. de acceso en GenBavik®_059398767.1) y rio abajo, ggn AMK58_RS07020 el

cual codifica para un regulador transcripcional de la familia FmdB. (de acceso en GenBank
WP_035673472)1(figura 3. tyrR codifica para una proteina 884 aminoacidog una masa molecular
tedrica de 55.1 kDa. ®acuerdo al analisen el servidor bioinformaticcMART, contiene un dominio
PAS Per-ARNT-SIM, aminoacidos 7446) en el dominio amin@rminal, seguido por un dominio central
de interaccion con el factor sigma 54 (dominio AAATPass asociadas con diversas actividades
celulare$, aminoacidos 20B66). Este domiiw incluye un motivo Walker A (aminoacidos 2296) y un
motivo Walker B (ainoacidos 29802) los cuales son importantes para la unién y la hidrdlisis de ATP,
asi como un motivo de 6 aminoaci@SFTGA, aminoacidos 27831)los cuales son importantes para la
interaccion con el factor sigma fush &Dixon, 2012)(figura 13). Ort6logos al'yrR como el dée. coli

o0 el deE. cloacaecarecertde este motivo por lo cuedgulan promotores dependientes de sigma 70 pero no
de sigma 54 (Pittardt al, 2005).En el dominio carboxilo terminal contiene un dominio hélinelta
hélice (HTH aminoacidos 46310) cuya secuencia lo agrupa entre los factores de transcripcléan de
familia Fis (figural3a). El alineamiento de laecuencia de aminoacidos de TyrR de la cepa Sp7 con
proteinas homélogas de otros gérsebacterianosnostréque compae un 436 de identidad (59% de
similitud, valor E 1€131) con TyrR deE. coli que regula la transcripcion de genes implicado®len
transporte y biosintesis de aminoacidos aromaticos (Pétaatl 2005), un 43% de identidad (60% de
similitud, valor E 1€137) con TyrR deE. cloacaeque regula la transcripcide ipdC implicado en la
biosintesis de AIA (Ryu &atten, 2008) yn 62% de identidad (74% de similitugalor E 0.0 con GcsR

de P. aeruginosague regula la transcripcién de genes implicagilosl metabolismo de glicina y en la

biosintesis de pioanina(Lundgrenet al, 2013)(figura 13).
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AbSp7- TyrR [HA- - /[RAKRR[ENVVA/ZVDPPHI HI DIAPEL DVPGFG JAER 58
Eck12 - TyrR = [§DL L||MRCI RGI E[l Pl GRI YLNFRELEFE- SFSS ElR 59
Ecl - TyrR E| DL L|/[ARSI RGI E[l 5PVGRI YLNFREI EFN- TFSS[EAMAE R 59
GesR- Pa Hi (MA- - [CINGCGRN[MNL DAV =VVPPNVY| DIAPTL SPEVL EE] AEL 58
AbSp7- TyrR AL [ H PWL AINAATVAERSE- - 116
Eck12-TyrR RIA L PNL PRSCQLFEQKLDR 119
Ecl - TyrR RIA L PlaL QRASCQLFAQTQEK 119
GesR-Pa G L PNL PRFSERCERDP- - 116

AbSp7- TyrR - AALTGADFGRLFGDAELSDLLVDNG- FRLAAGSEVNVLNGQPFL EDATPI VEDGRSA[E 174
Eck12-TyrR LRNHTAAQLI NGFNFLRWLESEPQDSHNEHVVI \GQNFL VEI TP\/YL QDENDQHVLT[E 179
Ecl - TyrR LI GHHATGQLI TGFNFQRWLDSNPGQNTHSEHVVI N\GQNFL VEI TP\/YLKGENAARVLT[E 179
GcsR-Pa - AGERLASLFDDETLEDALVEQGFRLPLREVTF|GQALLLDATP|TEGPGEGERHL Al€ 175

AbSp7- TyrR NATCNFDEGEEDRINEEEAPVESIKARRA 234
Eck12 - TyrR QNVAAQDVS/[EsQ PKM{HYVE QN AV SENTRN 239
Ecl - TyrR QNI ssQDVaG fEsq 239
GesR- Pa AAILHHDHAEC[FEM e 235
[T ]
AbSp7- TyrR QRGGKPELLELRAH 294
PR Sl <D L[5 ANgALs HoY S|z RINeT PN L AL NCASIHPEBIYYE SE L F JRA PEE . KleF FlEQAN 291
Ecl - TyrR QAL AHAVE VAR PEAAK[E (WNXENR - [HEDA VISIARde HINRE CK- - - - - - - - eF FEQAN 201
GesR- Pa 1SN L AlSYlde YINE G\ F TGAQRGGKPlEL L[ELIH 295
AbSp7- TyrR SI§jHEDMDVMYAEHS 354
Eck12 - TyrR IR NHVELYQKGN 351
Ecl - TyrR AINIQ NHVELYQKGY 351
GesR- Pa SINJHNBEKMYAEGS 355
AbSp7- TyrR RGDEJIL LMARHE! ARACAQARREPCEMTVAASAAMLANP 414
Eck12 - TyrR cPIvPTEL[EVARFADEQGV[gRP {MAADLNTVTRYA 411
Ecl - TyrR cplivPTEL[EVARFADEQGV[ERP RSADLGTVIlTRYG 411
GesR- Pa RGHAL LMARHEVQQACAQI QRIgVC:MAPGTYPAMLSNR 415
AbSp7- TyrR RV TNS AGARNDAET J€EP 474
Eck12 - TyrR RAREoN PDYDAATVAV[E=D 471
Ecl - TyrR ¥\ TQL PDYDAGTVSV[E=E 471
GesR- Pa RAIYYKe AGTAVARQNDIgEV 472

AbSp7- TyrR 513
Eckl12 - TyrR 513
Ecl - TyrR 513
GcesR- Pa 511

Figura 13. Prediccion bioinforméatica de los dominios de TyrR deA. braslenseSp7 y alineamiento mdltiple con proteinas
homdlogas (a) Dominios de TyrR dé\. brasilenseSp7 de acuerdo a la predion en el servidor bioinforméatico SMART. Se
indican los aminoacidos (aa) que corresponden a cada dorbnAdineamiento multiplede homélogos a TyrR d&. brasilense
Sp7.Las secuencias mostradas en el alineamiento correspatalsecuencia de aminoacidiesTyrR deA. brasilens&Sp7 (TyrR
AbSp7, nimero de acceso en GenBafk 035673475.1yrR deE. coliMG1655 TyrR-Ec,NP_41839.1), TyrR deE. cloacae
(TyrR-Ecl, WP_003856887.1) y GcsR de. aeruginosaPAO1 (GesR-Pa, NP_251139.1)Las regiones en cuadros rojos
representan el motivo Walker A (1), el motivo de union a sigma 54 (Il), el motivo Walker B (l1l) y el dominio deaibilii&

(IV). El alineamiento mdltiple se realiz6 con el programa Clustal Ont&ga&olor negro y en gris se indican las regiones del
alineamiento con 100% de identidad y 100% de similitud, respectivamente y fueron resaltadas utilizando el servidoabamnform
Multiple Align Show fttp://www.bioinformatics.org/sms/index.html
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7.6.Mutacion detyrRy su efectoen la biosintesis de acido indeB-acético

Paraanalizar la posible participacion de TyeR la produccién de AlA, se construyd una mutante garel
tyrR por recombinacién homolog@ara ello,tyrR de la cepa Sp7 se interrumpié cehgenaacC1l
(gentamicina N-acetiltransferasa), el cual care resistencia a Groomo se indicé en material y
métodosLa comprobacion se llevo a cabo por PCR y se describe coredstddl figura 3La mutantese
nombréA. brasilens2116.La mutacion deyrR no afect6 la tasa de crecimiento en MMAB con malato
como fuente de carbono (figura cdempentaria CL Para analizar la biosintesis de Al cepa Sp7
(silvestre), lacepa2116 y una cepderivada de Sp7 cuyo ggrdC fue interrumpido con el gen reportero
lacZ y el gen de restencia a KmdenominadaA. brasilense2112 (CarrefieLOpez et al, 2000) se
cultivaron en MMAB con malato como fuente de carbono complementadbO€opg/ml detriptéfano
(0.49 mM) La cantidad de AIA producido se determiray pIPLC a partir de las 16 h hasta las 4@ch
crecimiento (fase exponencial tardia hastada festacionaria tardia, respeathente) a intervalos de 8 h
y los valores obtenidos fueron normalizados con la cantidad de proteinas totales del cultivo hacteriano
Como se muestra en la figuraylén la tabla 5d mutacion de TyrR afectte forma negata la biosintesis

de AIA de una manera dependiente del tiempo de crecimiento. El mayor efecto se obsdiydaréess
con un40%de disminucién en la cepa 2116 con respecto a la cep&Sefécto fue menor a las 22Ry

40 horas (19.818y 8% de disnmucion en la cepa 2116 con respecto a la &pa respectivamente)
(figura 14y tablab). Por otro ladola cepa 2112 produjo 97% menos AlA que la cepa Spilas 24 y 48
horas, respectivamente, lo cual concueatalos resultadagportadopreviamete (Carrefid_6pezet al,
2000). Estos resultados indican que Tyd@ntribuye a la regulacion de la biosintesis de AIA/Aen

brasilenseprincipalmente en la fase exponecial de crecimiento
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Figura 14. Produccidon de AlA de las cepa$p7, 2116 y 2112n MMAB con malato a diferentes tiempos de crecimientd_as

cepas se crecieron en MMAB con malato como fuente de carbono y triptéfano (100q4@mhM]). En los tiempos indicados

se tomo6 una alicuota de cada cultivo para la cuantificat@dhlA por HPLC y de proteinas totales como se indicé en material y
métodos. Los resultados corresponden a la media de los valores de ensayos por duplicado de tres réplicas bioldgieas y las bar
de error representan la desviacion estaridzs.astescosencima de las barras indicéa significancia estadistica en dontle

<0.01, ** <0.001,de acuerdo a la pruebde student.

Tabla 5. Produccion de AIA en MMAB con malato complementado con trp

| Produccién de AIA enpg/mg proteina a diferentes tiempos € crecimiento:
Cepa 16 # 24 1P 321IF 40 K
A. brasilense&sp7 6.38 (36.4uM) 29.1 (166.1uM) 37.4 (213.41M) 38.79 (221.41M)
A. brasilens€116 3.84 (21.9uM) 23.35 (133.21M) 30.66 (175uM) 35.62 (203.3uM)
A. brasilense112 ND 2.37 (13.5uM) 405 (23.1uM) 5.2 (26.6uM)

*, La determinacion de la produccién de AIA se llevé a cabo por HPLC como se indicé en material y métodos; ND, no determinado;
2 cultivo en fase exponencial de crecimiento §B© 1.04 + 0.01)®, cultivo en fase estacionat@mprana de crecimiento (R6

=1.29 + 0.01)¢, cultivo en fase estacionaria tardia de crecimientosi01.34 + 0.02)¢, cultivo en fase estacionaria tardia de
crecimiento (DGoo= 1.34 + 0.01).

7.7.Efecto de la mutacion deyrR en la expresion depdC.

Debido a quéa mutacién dayrR afectdnegativamentéa biosintesis de AlAse formulé la hipotesis de
que,probablementelyrR regulala biosintesis de AlA a través deréyuacion transcripcionalleipdC en
A. brasilensePara corroborar esta ldiggsis tyrR de la cepa 2112pdC::lacZ-KmR-Sm/Sp€&) se mutd
obteniendo asi la doble mutame brasilense2117 (ipdC::lacZ-KmR-Sm/Spé&, tyrR::Gn¥). Tanto en la
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cepa2l12 como en la cefl17, la expresion del gen reportéaoZ es dirigida por el promot deipdC.

La tasa de crecimiento de la cepa 2117 fue rmiyes al de la cepa Sp7 yla cepa 2112 en MMAB con

malato como fuente dearbono (figura complementaria C1a cinética de expresién del gen reportero

lacZ se midi6 a través de la cuantificdigide la actividad enzimética deflgalactosidasa, el producto del
genlacz, utilizando como sustrato efto-nitrofenil-b-D-galactopirandsido (ONPG) enslaepa 2112 y
2117crecidas en MMAB con malato como fuente carbono erskaéaponencial de cregiento (12y 16

horas, DGuo= 0.51y 1.04, respectivamenr) y en la fase estacionaria (20, 24 yh@agas, DG@wo= 1.18, 1.29

y 1.33 respectivamentg) intervalos de 4.1A las 12 y 16 hla actividad de I&-galactosidasa en la cepa
2117fue menoren un20 y 24%, respectivamente con respecto a la cepa (Bguta 15y tabla 6) Sin
embargo, el efecto no estadisticamente significativa partir de las 20,hncluso a las2y 28 h la
actividad de ld-galactosidasa en la cepa 2112 fue muy similaedhadtepa 211 Para analizar el efecto

del tiptéfano en la expresion dedC, las cepas 2112 y 211se crecieron en MMAB con malato
complementado con 10Qy{ml (0.49 mM)de tript6fanosin embargo, la actividad de flegalactosidasa

fue muy similar a losesultados obtenidos cuando las cepas se crecieron en ausencia de tritéfano, lo cual
indica queel triptéfano no tiene un efectn la expresion dgdC en presenci@ en ausencia de TyrR
(figura 15y tabla 6) Estos resultados indican que la expresiéipd€ no es controladdirectamentgoor

el regulador transcripcional TyrR, por lo que su contribucién en la regulacion de la biosintesis de AIA
podria ser a través de la regulacion transcripcional de genes que contribuyen de una manera indirecta en la

biodntesis de AlIA erA. brasilense
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Figura 15. Cinética de la expresién dapdC en las cepas 2112 y 211¥a expresién dépdC se determind a través de la
cuantificacion de ladividad enzimatica de la-galactosidas&n las cepas 2112 y 211ctecidasen MMAB con malatosin
triptéfano(-) o con 100 pg/ml de triptofan@r) como se indicd en material y métodd®s resultados estan representados en
unidades Miller y corresponden a la media de los valores de ensayos poadtugitres réplicas bioldgicaslgs barras de error
representan la desviacion estandacultivo en fase exponencial temprana de crecimientad@@®.51 + 0.06)®, cultivo en fase
exponencial tardia de crecimiento (36> + 1.04 + 0.01)¢, cutivo en fase estacionai@mpranale crecimiento (Deo=1.18+
0.0D; ¢, cutivo en fase estacionaria temprag@ crecimiento (D@o= 1.29 + 0.01); cultivo en fase estacionaria tardia de
crecimiento (DG@wo= 1.33 + 0.03)Los asteriscos encima de las barindican la significancia estadistica en donde@.05.

Tabla 6. Cinética de la expresion dedC enA. brasilense2112 yA. brasilens€117

| Actividad de lab-galactosidasa en unidades Miller a diferentes tiempos de crecimien

*

Cepa Trp 12 h 16 h 20 h 24 h 28h

A. brasilens@112 - 65.38 (+2.0) 116.84 (+3.55) 182.36 (+ 7.01) 181.78+3.47) 182.5 (+ 3.41)
A. brasilens@117 - 52.51 (+0.08) 88.6(+0.2) 158.81 (+6.28) 181.74+8.98) 182.45 (+8.79)
A. brasilens@112  + 65.64 (+ 3.96) 115.43 (+2.11) 182.547 (+ 7.5) 181.14+1.52) 184.32 (+ 1.86)
A. brasilense117  + 52.93 (+1.88) 88.08 (+ 1.52) 158.66 (+6.08) 176.5 (+ 1.71) 184.09 (+ 2.37)

*, La expresién dipdC se determiné a través de la cuantificacion de la actividad enzimaticb-dalkctosidasan las cepas 2112

y 2117crecidas en MMAB con malato sin triptéfand ¢ con 100 pg/ml de triptéfano (+) como se indicd en material y métodos.
Los resultados estan representados en unidades Miller y corresponden a la media de log aises®sl por duplicado ttes
réplicas biologicas. &s datos en paréntesepresentan la desviacion estandap, triptéfano.
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7.8.Prediccién de sitios de union a TyrR en el genoma de brasilenseSp7

Para analizar si TyrRegula la expresion de otrosmgess qugpodrian estarelacionados de manera indirecta
con la produccién de AlpAse realizd una busqueda de sitios probables de unién en el genoma de la cepa
Individual

Sp7 con el servidor bioinformatico Find Motif Occurences (FIMOhttp://meme

suite.org/tools/fimp (Grant,et al, 2011)utilizando como referenci@a matrz de peso posicional (PWM

[position weight matrixX] generada a partir de las cajas de reconocimiento de TyER a#i (secuencia
consensd@ GTAAANGTTTACA) (Pittardet al, 2005).A través de este analisi® se encontraron cajas de
union en la region rio arriba dpdC, lo cual concuerda con los datos experimentales obtenidos. Sin
embargo,se encontré usitio probable de unién a TyrBn laregion rio arriba dein probable operén
(AMK58_RS18435AMK58_RS18430AMK58 RS18425)yue podria estar implicadm el transpde de
aminoacidogomo eltriptéfano (tablar).

Tabla 7. Prediccidn bioinformatica de sitios probables de unién a TyrR en efrgedeA. brasilensesp7.

Caja tyrR Valor de Gen Producto Distancia al
P coddn de inicio
CGTACAGAAATCGTTACA  1.44e05 AMK58_RS07030  Regulador transcripcional TyrR 64-81
CGTACACGATTGITTACG 1.86e05 AMK58_RS07030  Regulador transcripcional TyrR 4562
CGTACACAAATCGTTACA 2.57e05 AMK58_RS07030  Regulador transcripcional TyrR 146-163
TGTAAC GATTTCTGTACG  6.89e09 AMK58 _RS07035  D-aminoacido deshidrogenasa 192-209
TGTAAC GATTTGTGTACG  1.33e08 AMK58_RS07035  D-aminoéacido deshidrogenasa 110127
CGTAAA CAATCGTGTACG  4.94e06 AMK58_RS07035  D-aminoéacido deshidrogenasa 211-228
TGAAAA GGTTCCTGTACA  3.82e05 AMK58 RS18435  Transportador ABépermeasa 120137
AMK58_RS18430
AMK58_RS18425
TGGAAAACTTCCTGAACA  8.02e05 AMK58 RS06400  Antranilato fosforibosiltransferasa 26-43
TGTAAGGACCTGITCCCA  8.19e05 AMK58 RS12605  Fosforibosil antranilatoisomerasa -1-17
TGTAAT GTCCTGATTCCA 8.32e05 AMK58 RS17410  Regulador transc. de la familia TetR 236253
TGGAAT GTTTTCTTTCCA 8.35e05 AMK58 RS01275 Regulador transcripcional 294311
TGTAAA GCAACCTTGACA  4.27e06  AMK58_RS26970  Proteina hipotéticeegulador 61-78
AMK58_RS26975  transcripcional
GGTAACCCGATATTTACG  4.81e05 AMK58_RS03835  Regulador de respuesta de 152-169
quimiotaxis (CheY)
TGTAAC CTCAGTTTTCCT 3.21e05 AMK58_RS02000 Proteina de quimiotaxis (CheZ) 5875
AMK58 RS02005  proteinahipotética
TGTAGG GTATATTTAACA 5.22e05 AMK58_RS04505 Proteina de quimiotaxis MCP 64-81
TGTCAA TCTATATGAACA 2.47e05 AMK58_RS23860  Proteina de quimiotaxis MCP 178195
TGGAACATCGGCTGTACG 5.26e05 AMK58 RS04755  Adenilato/guanilato ciclasa 47-64
CGTCAT GAATCGTTAACG  7.45e05 AMKS58 _RS10265  Histidin cinasa con dominio PAS 85-102
CGTTACGCTTATTTTACA 4.98e05 AMK58 RS14355  Proteina A de transporte de hierro  117-134
TGTTAC GTTTTCATGACG 7.61e05 AMK58 RS19935  Proteina deimporte sodiefosfato 67-84
TGTCACGTTACATGCACG 8.02e05 AMK58_RS06745  Prot de memtanaompA 7895
TGCAAT TTAGTTTTTACT 8.05e05 AMK58 RS22560  Autotransportador de membrana 116133
externa
CGTAAT TTTTTCTTCACA 8.08e05 AMK58_RS27315 DicarboxilateCoA ligasaPimA 150167

Tambien se encontrd un sitio de unién rio arriba del ARK58 RS06400 el cual codifica para una
antranilato fosforibosiltransferagbrpD) que cataliza la transferencia de un grupo fosforibosil a antranilato
para formar fosforiboséntranilato en la segunda etapa de la biosintesis de triptéfano, y un sitio rio arriba

del genAMK58_RS12605 el cual codifica para uiesforibosil antranilatoisomerasa (TrpF) implicada en
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la tercera etapa de la biosintesis de triptéfano (tabla 7). Ealisignindica que probablemente TyrR
participa en el transporte y biosintesis de triptéfano, regulando asi la biosintesis defAlbrasilense

sin embargo, serdn necesarios otros experimentos para corediarhipotesis.

Ademads, el andlisis predijves sitios de union a TyrR en la regidn intergénica entiRr y el gen
AMK58 RS07035, el cual codifica para unaainoacido deshidrogenasa (DadA) que esta implicada en

el catabolismo de aminoacidos como lalanina a través de la desaminacion oxidatle la Dalanina

para producir amonio y piruvat®¢itzer, 1996) (tabla 7). Ademas, se encontré una caja de union probable
para el factor sigma 54 (CGCAAACGCGATGCCA) adyacente a una de las cajas TyrR en el promotor de
dadA lo cual sigiere que TyrR y edctor sigma 54 regulan el catabolismo dedal&nina erA. brasilense

Esta ultima hipoétesis es apoyada por el hecho de que la cepa 2116 fue incapaz de crecer en MMAB con
DL-alanina (10 mM) como fuente de carbono a diferencia de la cepa Sp7 la cualunostegéimiento
considerable formando peefios floculos después de lashdBas de crecimiea (figura 3.

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

La presencia dalgunos elementos egis tales como la repeticion invertida y globableelementode
respuesta a auxinas el promotor dgdC (figura 6), sugiere gue la regulacién de este gen es controlada

por factores de transcripcion. Para comprobar esta hip6tesisalizé una cromatografia de afinidad a

DNA, la cual ha sido utilizada paehaislamiento y la posteriaentificacion de proteinas de union a DNA
incluyendo reguladores transcripcional€eistmeiret al, 2004; Jutragt al, 2012; Longoet al, 2013

Hyeonet al, 2012) Para ello, se amplifico por PCR una region de 306arriba dé ORF deipdC de

A. brasilensé&Sp7utilizando un oligonucledtido delantero biotinilado en el extremo 5 gliganucledtido

reverso (tabla)3 El fragmento amplificaal se incub6 con perlas magnéticas acopladas a estreptavidina y
posteriormente este complejo se incubd con un extracto protefobdasilenseSp7 obtenid@ partir de

un cultivo en MMAB con malatcomo fuente de carbonotriptéfano (100 pg/mixrecido lasta la fase
estacionariadebido a que en esta fase hay una mayor expresigpd@dgCarrefieLOpezet al, 2000).
Ademas, se preparé un control para el cual se sigui6é el mismo procedimiento descrito anteriormente pero
sin agregafa sonda déDNA biotinilado, esto con el fin de saber si existen proteinas que interactian de
manera inespecifica con las perlas de estreptavidina y diferenciarlas de aquellas que interactiian de manere
especifica con el DNADespués de un proceso de lavado, las proteimdassedespegaron del promotor

de ipdC y sesepararon poPAGESDS el cual fue tefiido con nitratbe plata(figura 16) o azul de
Coomassidfig. 16b). Se obtuvieron cuatro banda®mbrada8145, B77, B25 y B17de acuerdo al peso

53



molecular de las proteinas egpado erkDa) las cuales fueron obtenidas de manera reproducible en tres
ensayos independientdsa identificacion por MALDITORTOF de B145, B77, B25 y Blveveld la
presencia de cuatro proteinas #e brasilense Sp7; una subunidad de la RNA polimerasa
AMK58 RS10445 una poliribonucledtido nucleotidiltransferasaMK58 RS00780Q un regulador
transcripcional de la familia LUuXRMK58 RS19435y un regulador transcripcional de la familia MarR
AMK58_RS00175respectivamente (Figurad,d6d y 1&). Las Ultimas dos proteina8MK58 RS19435

y AMK58_RS00175fueron las de mayor interés debido a goetienen un dominio de unién a DNA
hélicevueltahélice lo cual sugiere gueodrian funcionar como reguladoresnseripcionalesy fueron
nombra@s LibR (porLuxR-like indole3-acetic acidbiosynthesisregulator) y MibR (porMarR-like
indole3-acetic acidiosynthesig egulator), respectivamente, por su participacion en lanbésss décido

indol-3-acéticoenA. brasilense&eomo seamostraranas adknte
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Muestra Proteina No. acceso MM kDa No. péptidos % cobertura® Score total
GenBank

B17 Regulador transcripcional de la familia MarRWP_051140036.1 18.2 kDa 8 68.2 14.44
B25 Regulador transcripcional de la familia LuxRWP_035678594.1 23.5 kDa 8 56.5 14.01
B77 Poliribonucleétido nucleotidiltransferasa WP_035670107.1 75.8 kDa 34 72.6 62.96
B145  Subunidad de la RNA polimerasa WP_059398870.. 155.3kDa 35 35.4 2.06

aporcentaje de la secuencia cubierta por los péptidos obtenidos por MAMRILos fragmends obtenidoscubrieronl21 de 214
aminoacidos (56.5%) de los que consta la proteina de la familia LuxR.

d e

Péptido - [LIGDDHVLER----------- EGASFEEASNAD Péptido  [MTDIDRPTPSDRRT RPSKSGKIALGPLPELY

Lib R MKILIGDDHVLFREGLRRLLEQLKEGASFEEASNF MR MTDIDRPTPSDRRTRQRPSKSGKMALGPLPELV
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Péptldo PSDPOLDHLLTOR@R— _________ |AHELG Péptldo |R|OAHDKAMVIKDLSAEEOL'DFLR‘* """
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Figura 16. PAGE-SDSde proteinasde A. brasilenseSp7 obtenidas por cromatografia de uniéon a DNA utilizando como
sondala region del extremo 5°de ipdC e identificacion por espectrofotometria de masasJn fragmento de DNAiotinilado

de 306 pb que corresponde a la region del extremoifad@sse incubd con un extracto proteicoAlebrasilenseSp7 obtenido a
partir de un cultiven MMAB con malad y triptéfano (100 pg/mignfase estacionaria de crecimiento como se indicé en material
y métodos. § PAGE-SDSde proteinas obtenidas por cromgttafia de afinidad a DNAefiidas con nitrato de plataos carriles

2, 3y 4 corresponden a las proteinatenislasde un control negativsin DNA del promotorgl cual sde agregd buffer TE;
fueroneluidascon un bifer que contenia NaCl a una concentén de 85, 0.7 y 1 M, respectivamenteod carriles 6, 7 y 8
corresponden a las proteinas obtenidas onatografia de union a DNA con DNA biotinilado eluidas con un buffer que contenia
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NaCl a una concentracion de8, 0.7 y 1 M, respectivamenteos carriles 1 y 5 corespondahmarcador de peso molecular
(Precision Plus Pr otRBRORAR. (HPRAGESDSde protainasobtenias par dengtafiade afinidad

a DNA tefiidas con Azul de Coomasdtécarril 1 corresponde al marcador de peso molecular y el car@s2padteinasbtenidas

por cromatografia de unién a DNA eluidas con un bufte contenia NaCl a una concentracion de 0.3&Mdentificacion de

las proteinas obtenidas por cromatografia de afinidad a DNA por MAM (d) Alineamiento de los péptidos obtenidos por
espectrometria de masas con la secuencia de aminoaciddsRd¢el Alineamiento de los péptidos obtenidos por espectrometria
de masas con la secuencia de aminoacidos de MibR.

7.10. Andlisis bioinformético de LibR

El andlisis de la localizacién del gdibR revel6 que se encuentra en el plasmido ABSP7_PA.de
brasileng Sp7 con un tamafio @5 pb (figura % A 448 pb rio arriba, codificado en la misma direccién
que libR, se encuentra el gen AMK58 RS19440 el cuaflifita para una probable a€bA-
deshidrogenasa y a 91 pb rio abdgd ORF ddibR, codficado en direccion opuesta, se encuentra el gen
AMK58_RS19430el cual codifica para una probable inostmonofosfato deshidrogenadan cuatro
genomas dé\zospirillumspp se encontraro@RFssimilares aibR. Dichos ORFresentan la misma
localizaciorfisica en el plasmido 1 en las cepas\derasilense en el plasmido 3 d&. lipoferum(figura
complementaria Q2lo cual indica questos ORFs presentan un arreglo genético simpilafibR en el
genoma de la cef@p7. La secuencia de LibR consta dd amino&cidos con una masa molecular tedrica

de 23.5 kDa. El andlisis en SMART revel6 que eexlemoamino terminal contiene un dominio receptor

de la sefial (REC [signedceiver domain], aminoacidosl15) caracteristico de proteinas que forman parte
de sistemas de doble componentgie erel extremo carboxilo terminal posee dominio de unién a DNA
hélicevueltahélice (HTH [helixturn-helix], aminoacidos 15208) caracteristico de reguladores
transcripcionales de la familia Lux@gura 17). Genealmente, los reguladores transcripcionales con
dominios REGHTH son fosforilados en un residuo de acido aspartico por una histidin cinasa sensora,
provocando un cambio conformacional en el dominio RECagtiea aldominio efector en el ®rminal

para unisea secuencias especificas gedmotore iniciarde la transcripcionkern et al, 1999 Leoniet

al., 2003. LibR contiene un residuo de acido aspartico en la posicion€bdh el cual podria ser el sitio

de fosforilacion de acuerdo a la comparacion con otros reguladores transcripcionales caracterizados como
StyR deP. fluorescenglLeoniet al 2003 (figura 14a).
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Figura 17. Prediccion bioinformatica de los dominios de LibR dé. brasilenseSp7 y alineamiento mltiple con proteinas
homélogas.(a) Dominios de LibR dé\. brasilenseéSp7 de acuerdo a la prediccion en el senimoinforméatico SMART Se
indican los aminoéacidos (aa) que corresponden a cada donfhidlifeamiento multiple de homdélogos a LibR de
brasilenseSp7. €) Modelo de la estructura terciaria de LibR de acuerdo al andlisis erf.Rlagesecuencias mostradas en el
alineamientacorresponden a las secuencias de aminoacidos de LiARodasilenseésp7 (LibRAbSp7, nimero de acceso en
GenBank WP_035678594.1), FIcA Aebrasilens&p7 (FlcAAbSp7, WP_035674679.1), AMK58_RS03795ddrasilense
Sp7 (AMK58_RS03795WP_035675470.1y NarL deE. coli (NarL-EcK12, nimero de acceso en UniProtKB POAF28). El
alineamiento multiple se realiz6 con el programas@uOmegaEn color negro y en gris se indican las regiones del
alineamiento con 100% de identidad y 100% de similitud, respewtivie y fueron resaltadas utilizando el servidor
bioinforméatico Multiple Align Show Ifttp://www.bioinformatics.org/sms/index.html La prediccion de la estructura
secundaria se realizd con PHyilieas hélices verdes representanUaglices y las flechas azules las hdjadegadas.

57


http://www.bioinformatics.org/sms/index.html

Mediante un analisis @LASTP, se encontré que, ademaditR, el genoma dA. brasilens&p7 contiene

15 genes que codifican proteinas con dominios HREE de h familia LuxR, ocho de ellos estan
localizados en el cromosoma flcA [AMK58 RS08050], AMK58 RS03795, AMK58 RS03520,
AMK58_RS07295, AMK58 RS07055, AMK58_RS08060, AMK58_RS03800 y AMK58 RS08735), uno
en el plasmido ABSP7_pl (AMK58 RS14380), cinco en elnpiids ABSP7 p2 (AMK58 RS24470,
AMK58 RS22840,fixJ, AMK58 RS22070 y AMK58 RS22065) y uno en el plasmido ABSP7_p3
(AMK58_RS258®) (ver figura complementaria C3El alineamiento mdltiple de la secuencia de
aminodcidos del dominio REC de estas proteinas éngstienenun 1762% de identidad con el dominio
REC & LibR (figura complementaria ¢4/ un 3381% de identidad con el donminHTH (Figura
complementaria Q5 LibR mostr6 un porcentaje de identidad con FlcA6886 (76% de similitud), un
regulador trang@cional implicado en la biosintesis de polisacarido capsular, floculacion y colonizacién a
la raiz de trigo (PereGerk, et al 1998), seguido de AMK58_RS03795 con un 51%daéatidad (67% de
similitud). LibR comparte solo un 32% de identidad (52% delird) con NarL deE. coli, el cual es un
regulador transcripcional con dominios RETH de la familia FixJ/LuxR que regula la expresion de
operones cuyos productos estan implicados en la respiracion mediada por nitrato (Stewart, 1993). A pesar
del bajo peocentaje de identidade LibR con Narl.la prediccion de la estructura secundaria y terciaria
utilizando la herramienta bioinforméatica Phyrenostré ge la estructura terciaria de IRbposee alta
homologia a la estructura terciaria de NarL (Baikabal, 1996), con 5 hojas plegadas y 5 hélicdden

el dominio REC, 4 héliceSen el domio HTH y 1 hélicElen el dominio conector (figura 17b yd)7 El
analisis en BLASTmostré que homélogos a IRbse encuentran distrililos tanto en bacterias del género
Azospirillumcomo en otros géneros filogenéticamente relacionados Stermanellay Rhodospirillum

De acuedo al analisis filogenético, Lib se agrupa en el mismo cluster con sus homoélogastaasilense
Sp245 yA. brasilenseAz39 (figura 1§.
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A Azospirillum brasilense SpT (WP035678594.1)
i[ Azospirillum brasilense Sp245 (WP014198344.1)
Azospirillum brasilense Az39 (AIB14615.1)
82 Azospirillum lipoferum B510 (WP012977174.1)
61| Azospirillum Iipoferum 4B (WP014249622.1)
100 Azospirillum thiophilumDSM21654 (WP045586223.1)
9| szospirillumsp. BS06 (WP042695199.1)

L Azospirillum halopraeferens (WP029010009.1)
99 Azospirillum humicireducens SgZ-5 (WP063636144.1)
—lmhafopraeferem (WP029007082.1)
Skermanella stibiiresistens SB22 (WP037449240.1)
64 Rhodospirillum centenum ATCCS51521 (WP012566886.1)
100 Rhodocista sp. MIMtkB3 (WP075769794.1)
Azospirillum sp. B4 (WP044560817.1)

76 SkermanellaaerolataKACC11604 (WP044425863.1)

0.1

Figura 18. Arbol filogenético de proteinas homodlogas a LibRLa secuencia de aminoacidos de LibRAdebrasilenseSp7

(mostrada con un tridngulo negro) se utilizé como referencia para la bisqueda de sus homdlogos erutBzaRdokBLAST

y los nimeros dacceso en GenBank correspondientes se muestran en paréntesis. El alineamiento multiple de la secuencia de
aminoacidos se llevo a cabo con MEGAS.0 utilizando el algoritmo Muscle y el arbol filogenético no enraizado se congtuy6 con
métodoMaximum Likelihood basado en el modelo de Whelan y Goldman (Whelan y Goldman, @d@ando el mismo

programa con un valor bootstrap de 1000 réplicas. Los numeros en las ramas del filograma indican los valores de boo¢strap may

al 50%. La barra de escala correspn 0.1 sustituciones por cada 15 aminoacidos.

7.11. Andlisis bioinforméatico de MibR

El andlisis de la localizacion del gatibRreveld que se encuentra en cromosomA.deasilenseSp7 con

un tanafio de 495 pb (figura) BA 397 pb rio arribacodificado en direccién opuestanibR se encuentra

el gen AMK58 RS00180 el cual codifica para una probable fumaril acetoacetato hidrolasa y a 89 pb rio
abajo, codificado en direccion opuesta, se encuentra el gen AMK58 RS£10dir) codifica para una
probable peptidas&l analisis en BLAST mostré que existen otros ORgilaresa mibRenotras cepas

de Azospirillumspp comoA. brasilenseSp245,A. brasilenseAz39, A. lipoferum4B y Azospirillumsp.

B510. Dichos ORFpresentan la rema localizaciofiisica en el cromosoma de las cepasiaadas (figura
complementaria Q6lo cual indica questos ORFs presentan un arreglo genético simpilafibR en el
genoma de la cef@p7.La secuencia de MibR consta de 164 aminoacidos con una masa molecuar teori
de 18.2 kDa. El analisis en SMART revel6 que contien un dominio de unién a DNAWhéitahélice
(aminoacidos 5150) (figura 16a). Los reguladores transcripcionales de la familia MarR regulan de manera

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

regular se unen a pequefias moléculas que actian como ligandos que controlan [DMAGN al

Mediante un andlisis en BLASTP, se encontr6 que, ademas de MibR, el gendmardsilenseSp7
contiene 8 genes que codifican probables reguladores transcripcionales de la familigfiglaeR
complementaria C10)Cuatro de ellos en el cromosoma (KBB_RS10530, AMK58_RS07190,
AMK58 RS06760 y AMK58_RS13020), dos en el pladsmido ABSP7_pl (AMK58 RS18225
AMK58 RS17905)uno en el plasmido ABSP7_p2 (AMK58_RS2289@no en el plasmiddBSP7_p3
(AMK58_RS26030). El alineamiento mdltiple de la secuenciardmoacidoglel dominio HTHmostré

gue compartemnin porcentaje de identidad de-22% (figura complementaria G8EI alineamiento de la
secuencia de aminoacidos de MibR con proteinas homologas de otros géneros bacterianos mostré que
comparte un porcen®@jde identidad del 23% (51% de similitud, valor E08¢ con el regulador
transcripcional lacR dacinetobacter baumanrgil cual regula de manera negativa la expresién del operén
iac implicado en la degradacion de AlA (dtal, 2015), 35% de identidad3% de similitud, valor E 4e

22) con el regulador transcripcional PcaV Steeptomyces coelicoldk3 y 29% de identidad (55% de
similitud, valor E 3€el7) con el regulador transcripcional MarREecoli K12 (Figura Bb). A pesar del
bajo porcentaje de idadad de MibR conPcaV, la prediccién de la estructura secundaria y terciaria
utilizando la herramienta bioinformatica Phirrenostré que la estructura terciaria de MibR posee alta
homologia a la estructura terciaria de Pca\®uleptomyces coelicolé3 (Daviset al, 2013), con 2 hojas

b plegadas y 6 héliced (figura 19b y 18). El anélisis en BLASTPmostré que homologos a MibR se
encuentran distribuidos principalmente en bacterias del ge&mospirilum De acuerdo al andlisis
filogenético, MibRde Sp7se agrupa en el mismo cluster con sus homologds brasilensesp245 yA.
brasilenseAz39 (figura 20.
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HTH 164
ATTUATTITTIRRRIRIRRRARARARARANANNS [R
MibR- AbSp7 NTDI DRPTPSDRRTRQRPSKSGKNVALGPLPEL V{eYN AlSVAVFQSFENAVSPH PG 60
PcaV-SCA3 - ----- - e VAAVDLATHP{EHL LI®EQAHYLLW)Y- TVVSEETIISP 36
MarR-EcK12 - ----------------- VKST- SDLENEI | PL[ERLI VINQKKDRLLNEYLSPL[EI gJAA 41
ATTTTRT ALRARALT RARRARRRARRRARA— :/ ! >
MibR- AbSp7 [® I MEKENEGE SQSDIEGSA BRETNVVAV[IORME SEIEL VI PS[g [BRIRSYAL (RS 120
PcaV- ScA3 [@(AMBNARVAEPGHDQRT/GER BRIETI AEV)/SIRIMGR( (€L R D R RSL[E{HT 96
MarR- EcK12 [@=K\YBCS/|RCAACHTPVE[LKKV BLEAL TRV DAY Cl{eW PN[g [BEKIRCVL/ 8T 101
f‘f‘""""""""""""V"."""""‘P"" """r~r"""""‘""."""‘"';‘
MibR- AbSp7 PE[€EKELDEL| PRFE- CAHDKANVVKDESIA=EQRAQL | DF SRAG-------------- 164
PcaV- ScA3 DE[€L RV/HRRLGVRI|- ARVNQVFLAPRARCISQRVFFDL ADAAEGLRNPAEPAVAPG 154
MarR- EcK12 THEAAI CEQCHQL\/GCDLHQEL TKNERTRPISVRTLEYL LP--cmcemmmmee e 144

C

Figura 19. Prediccion bioinformética de los dominios de MibR deA. brasilenseSp7 y alineamiento multiple con proteinas
homoélogas.(a) Dominios de MibR dé. brasilenseSp7 de acuerdo a la prediccién en el servidor bioinformatico SMART. Se
indican los aminoacidos (aa) quamesponden a cada dominio. (b) Alineamiento multiple de homdlogos a MiBRIdasilense

Spr. (c) Modelo de la ésictura terciaria de MibR de acuerdo al andlisis en Phlyas secuencias mostradas en el alineamiento
corresponden a las secuencias de eéuidos de MibR dé\. brasilenseSp7 (MibRAbSp7, nimero de acceso en GenBank
WP_051140036.1), PcaV datreptomyces coelicolok3 (Pca\bScA3, NP_630777.1) y MarR d&. coli K12 (MarREcK12,
NP_416047.1). En cuadros rojos se muestran los residuos quelenadatie interactian con el DNA de acuerdo a la comparacion
con PcaV de. coelicolorA3 (Daviset al, 2013) y con MarR dE. coli (Duval et al, 2013). El alineamiento mdltiple se realiz6
conel programa Clustal Omeggn color negro y en gris se indidas regiones del alineamiento con 100% de identidad y 100%
de similitud, respectivamente y fueron resaltadas utilizando el servidor bioinformatico Multiple Align Show
(http://www.bioinformatics.ay/sms/index.htn)l La prediccion de la estructura secundaria se realizé cor’Plbgsenélices verdes
representan laghélices y las flechas azules las hdjgsegadas.
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76| A Azospirillum brasilense Sp7 (WP051140036.1)
93 | | Azospirillum brasilense Az39 (AIB13047.1)
84 Azospirillum brasilense Sp245 (CCC96657.1)

Azospirillum halopraeferens (WP029010777.1)

Azospirillum lipoferum 4B (CBS85472.1)

Azospirillum lipoferum (WP044550219.1)

g9 ( Azospirillim humicireducens (ANC90454.1)

4 Azospirillum humicireducens (WP063636042.1)

Azospirillumsp. B510 (BA173278.1)
Azospirillum thiophilumBV-S (WP045582548.1)
Skermanella stibiiresistens SB22 (EWY42620.1)

|
1000 Skermanellaaerolata KACC11604 (KJB93845.1)

0.05

Figura 20. Arbol filogenético de proteinas homélogas a MibRLa secuencia daminoacidos de MibR dA. brasilenseSp7
(mostrada con un tridngulo negro) sdizd como referencia para la busqueda de sus homélogos en GenBank utilizando BLAST
y los nimeros de acceso en GenBank correspondientes se muestran en paréntesis. El talinedtiknde la secuencia de
aminoacidos se llevo a cabo con MEGAS.0 utilizando el algoritmo Muscle y el arbol filogenético no enraizado se congtuy6 con
métodoMaximum Likelihood basado en el modelo de Whelan y Goldman (Whelan y Goldman, \®0i@ihdo el mismo
programa con un valor bootstrap de 1000 réplicas. Los niumeros en las ramas del filograma indican los valores de boo¢strap may
al 50%. La barra de escala corresponde a 0.05 sustituciones por cada 15 aminoacidos.

7.12. Efecto de la muta©dn delibR y mibR en la biosintesis de AIA

Con el fin de analizar la posible participacionlid® y mibRen la produccion de AlA, sebtuvieron las
mutantes de estggnes por reemplazo alélico utilizando el plasmido suicida g8l cual contiene un
gen de resistencia a Km flanqueado por sitios mdultiples de clongR@mnirezMata et al, 2016. La
comprobacion de ambas mutantes se llevo a cabo por RCHPEZR yse describecon detalle en lagura

4 y 5, respectivamentd.a mutacion ddibR se hzo eliminandola secuencia codificante para 202
aminoacidos de los 214 aminoacidodaeque consta LibR (del aa Leu4 alAa205), mientras que la
mutacion demibR se hizo eliminandda secuencia codificante para 148 aminoacidos de los 164
aminoacidsde los que consta MibR (del Aap3al aaGIn150). Las cepas mutantes simgieR y mibR

se nombrarormomoA. brasilens€113 yA. brasilense€2114, respectivamente. En placas de MMAB con
malato adicionado con rojo congo, las colonias dedpa Sp7y 2114 mostraron una coloracion rojo
escarlata caracteristico de cepag\dbrasilensemientrasque las colonias de la cepa 2113 resultaron ser
mas opacas, lo cual indican que se afect6 su capacidaabsarheel rojo congo del medisin afectar su
crecimiento (figura 4. Ademas, se construyé una doble mutdittB-mibR la cual fue nombrada.
brasilense2115. Para complementar la mutacioribl® se colono el gelibR junto con una region de 762

pb rio arriba del OREN el plasmido de bajoimero de copias pJB3Tc20 (Blatyal., 1997) y el plasmido
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resultante pJBBR se introdujo a la cepa 2113. Las colonias de la cepa complemembadaiadaA.
brasilense2113libR*, mostré un colorojo escarlatantensoen MMAB con malato adicionadan rojo

congo (figura % Para complementar la doble mutalipR-mibR(cepa 2115), la region codificanterdéR

junto con una regioén rio arriba del misrif@r5 pb) la cual incluyé el probable promotor, se cloné en el
plasmido pJBBbR y € plasmido resultante pJBBbRIIbR se introdujo a la cepa 2115. La comprobacion

de la omplementacién de ambas mutantaciseesealizé por PCR por corte con enzimas de restriccion

de los plasmidoéo mostrada)La mutacion déibR o mibRo amboso akcté la tasa de crecimiento en
medio liquidoMMAB con malato o con gluconato como fuente deboao (figura complementaria ;9

sin embargo, se observardiferencias en ambas fuentes de carbono, por ejemplo, en MMAB con malato

la fase de latencia en tadias cepasncluyendo la cepa silvestre Spiiro aproximadamente 8 h, mientras

que en MMAB con gluconato durd aproximadamente 1Rdspecto da fase exponenciaéstafue mas
prolongada en MMAB con gluconato comparado con el crecimiento en MMAB clattoncamo fuente

de carbono

Para analizar el efecto de la mutacionrdeRo libR o de ambos en la biosintesis de Aldckpa Sp7, las

cepas 2113, 2114 y 2115 se cultivaron en MMAB con malato como fuente de carbono complementado con
triptéfana La cantidd de AIA producido se determind por HPLC a partir de las 16 h hasta las 40 h de
crecimiento (fase exponencial tardia hasta la fase estacionaria tardia, respectivamente) a intervalos de 8 h
y los valores obtenidos fueron normalizados con la cantidad tras totales del cultivo bacteriano. El

AlA fue detectado en un tiempo de retencién de 3.7 minutos de acuerdo a los cronzsaiptamdos por

HPLC (figura 21a y 24).
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a. Produccion de AIA en MMAB con malato y b. Produccién de AIA en MMAB con gluconatoy
triptéfano a las 32 loras de crecimiento triptéfano a las 36 horas de crecimiento
AlA (estandar) AIA (estandar)
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Figura 21. Cromatogramas de HPLC de la cuantificacion de AlA producido por cepas dA. brasilense (a) Cromatogramas

de HPLC de la cuantificacién de AIA en MMAB con malato como fuente de carbono y triptéfano (100 pug/ml) a las 32 horas de
crecimiento. (b) Cromatogramas de HPLCldecuantificacion de AIA en MMAB con gluconato como fuente de carbono y
triptéfano a las 36 horas de crecimiento. La cuantificacion de AlA se realizé a partir del sobrenadante de cultivosiel&.cepas
brasilenseindicadas en la parte superior de cadarth como se describié en material y métodos. En el eje X de cada grafica se
indica en el tiempo de retencién en minutos y en el eje Y se indican las unidades de absorbadei@isadaa 280 nm.
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Como se muestra en la figura,28 mutante 2113 pdujo en promedio 35% menos AlA que la cepa
silvestre tanto en la fase exponencial como en la fase estacionaria de creclmieataplementacioen

trans ddibR en el fordo genético de la mutante 21(t&pa 2113ibR*) restaurd los niveles de AlA en &as
estacionaria de crecimiento alcanzando ns/ednilares a la cepa silvestiea cepa2113pJB3Tc20
produjo nivelesisnilares de AlA que la mutante 21,118 cual indica que el plasmido vacio pJB3Tc20 no
tuvo ningun efecto en la produccion de AlAa mutaion demibR (cepa 2114jho redujoa biosintesis de

AlA en ninguno de los tiempos evaluados. Sin embargo, cuando se analizé la doble lib&RanieR

(cepa 2115), la biosintesis de AlA se recen®1%, tanto en fase exponencial como en la fase estaeiona
Como se reportd previamente (Carreftipezet al, 2000), la mutacion dgdC (cepa 2112rausé una
reduccion de 87% en klaosintesis de AIA al compararlo con la cepa Gigtira 22. Con el fin de evaluar

la influencia de otras fuentes de carbondaebiosintesis de AlA, las cepas se cultivaron en MMAB con
gluconato como fuente de carboocomplementado con triptéfanpla cantidad de AIA producido se
determiné como se indicé anteriormer@mmo se muestra en la figura,28 mutante 2113 y la doble
mutante 2115 produjeron 27 y 52% menos AlA que la cepa Sp7 en fase exponencial de crecimiento (28,
32 y 36 h de crecimiento), respectivameihie cepa 2113bR* produjo niveles similares de AlA que la

cepa silvestreen fase estacionarido cual indica ga la complementacioren trans ddibR restaurdel

fenotipo en cuestion. La ced13JB3Tc20 produjo nivelesmilares de AIA que la mutante 21118

cual indica que el plasmido vacio pJB3Tc20 no tuvo ningun efecto en la produccion denAbAcepa
2115, el defecto en la biosintesis de AIA se mantuvo hasta la fase estacionaria de crecimiento (44 h),
mientras que en la cepa 2113 el defecto fue de solo el 9%. La cepa 2114 produjo 35% menos AlA que la
cepa Sp7 en la fase exponencial temprana (20 h), sinrgmben fase exponencial tardia y en la fase
estacionaria, los niveles fueron similares a los de la cepdi@a 23. Estos resultados indican que LibR

y MibR regulan de manera positilabiosintesis de AlA eA. brasilense
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ATA pg/mg de proteina

o LB

Tiempo de crecimiento —p-

Cepa (genotipo)

A. brasilense Sp7
. (silvestre) 6.43(x0.2) 29.72 (£0.43) 37.36 (£0.55) 39.24 (£0.6)
A. brasilense 2113
E (AlibR::kam®) 4.28 (=0.52) 21.81 (£0.95) 23.1(x0.9) 23.89 (£1.35)
A. brasilense 2113-libR*
(AlibR::km®, pIJB3-/ibR) 4.81 (=0.66) 24.68 (£3.33) 34.73 (£1.03) 39.85 (£1.67)
A. brasilense 2113-pJB3Tc20
LA (AlibR::km® pIB3Tc20) 4.1 (£0.36) 20.95 (£0.31) 25.46 (£0.39) 24.79 (£1.01)
A. brasilense 2114
D (AmibR::km?) 6.17 (£0.13) 28.13 (£0.33) 36.34 (£0.49) 37.86 (£0.6)
D A. brasilense 2115
(AlibR::km®, AmibR::gmR) 3.25(x0.15) 16.6 (£0.31) 17.91 (£0.27) 19.04 (£0.07)
= A. brasilense 2112
(ipdC::lacZ-km?) ND 1.95 (0.22) 4.34 (x0.09) 5.28(£0.12)

Figura 22. Produccion de AIA por cepas deA. brasilenseen MMAB con malato a diferentes tiempos de crecimientoLas

cepas se crecieron en MMAB con malato como fuente de carbono y triptéfano (100 pg/ml [0.49 mM]). En los tiempos indicados
se tomd una alicuota de cada cultivogpia cuantificacion de AIA por HPLC y de proteinas totales como se indico en material y
métodos. Los resultados corresponden a la media de los valores de dos ensayos independientes con tres réplicasdsiologicas y |
barras de error representan la desviagistandaiND, no determinadd.os asteriscos encima de las barras indican la significancia
estadistica en donde<0.05, **<0.001*** <0.0001, de acuerdo a la pruetde student.
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AIA pg/mg de proteina

20

*
*
*

T e e e e e

NSRS

k=]

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

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

q A. brasilense 2113-libR*

(AlibR::kmR, pIB3-libR) 0.918 (£0.02) 5.2 (£0.25) 12.98 (+0.85) 37.54 (x1.23) 58.21(x2.21)
A. brasilense 2113-pJB3Tc20
- (AlibR::kmF, pIJB3-[ibR) 0.87 (£0.02) 4.23(x0.1) 9.64 (+0.39) 25.87 (£1.69) 47.57 (x1.19)
A. brasilense 2114
(AmibR::kank) 1.42 (+0.08) 5.79 (£0.23) 14.52 (£0.56) 35.76 (0.78) 36.35 (£1.62)
D A. brasilense 2115
(AlibR: km® AmibR::gm®) 0.29 (£0.07) 2.75 (£0.07) 6.31 (%0.17) 17.48 (x1.06) 31.56 (£0.7)
A. brasilense 2112
Al (ipdC::lacZ-kmF-Sm®) ND ND 2.28 (£0.06) 6.97 (£0.22) 13.79 (£0.85)

Figura 23. Produccién de AIA por cepas deA. brasilenseen MMAB con gluconato a diferentes tiempos de crecimienthas

cepas se crecieron en MMAB con gluconato como fuente de carbono y triptéfano (100 pg/ml [0.49 mM]). En los tiempos indicados

se tomo6 una alicuota de cada cultivo para latificacion de AIA por HPLC y de proteinas totales como se indicé en material y
métodos. Los resultados corresponden a la media de los valores de dos ensayos independientes y tres réplicas bioldgicas y las
barras de error representan la desviacion estddbano determinadd.os asteriscos encima de las barras indican la significancia
estadistica en donde<0.05, **<0.001*** <0.0001, de acuerdo a la pruetse student.

7.13. Efecto de la mutacion ddibR y mibR en la expresion depdC
Con el fin de analar si LibR, MibR o ambos regulan la expresionip#C en A. brasilensese llevé a
acabo la cuantificacion de la expresionm#C de las cepas 2113, 2114 y 2115y de la cepa Sp7 mediante

PCR cuantitativa en tiempo real (RIPCR) utilizando el método compéivo G- (2®®T). Para ello, el

RNA fue extraido de las células crecidas hasta la fase estacionaria (24 horas de crecimiento) en MMAB
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con malato como fuente de carbono en presencia o en ausencia de triptéfangyiEAgarcual codifica

la subunidad Ade la DNA girasa y el gerho, el cual codifica el terminador transcripcional Rho, se
utilizaron como genes de referencia para normalizar la expresifod@egyrA se eligi6 como gen de
referencia debido a que, de acuerdo a un estudio previo, mostirosde los genes de brasilenseuya
expresion fue mas estable en diferentesdd ci ones de cPereg 204Comp dkaukkitrd | a n
en la figura 24en ausencia de triptéfano, la expresioipd€ disminuyd 4 veces en la cepa 2113y 6 veces

en la cepa 2115 comparado con la cepa silvestre, mientras que los nives de exptasiépa 2114 fueron
ligeramente menores a la cepa Sp7, pero esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Cuando el
medio se complementé con triptéfano, la expresidipdi€ disminuy6 5 veces en la cepa 2113y 7 veces

en la cepa 2115, mientrgsie en la cepa 2114 la disminucion de la expresion no fue estadisticamente
significativa(figura 29. Estos resultados indican quidR regula de manera positiva la expresiompd€

enA. brasilenseEste experimento no muestra una funcion clara de MibR expresion dipdC, aunque

los datos obtedios con la doble mutante sugiergre posiblemente actie como un regulador positivo.

A B

- A. brasilense113(cdibR::kmR) . A. brasilense113(cdibR::kmR)
- A. brasilense114 ¢opmibR:kmR) . A. brasilense114 gamibR:kmR)
|:| A. brasilense2115 (cdibR::kmR,cqamibR:gnmf) |:| A. brasilense115 (gdibR::kmR,gmibR:gnR)

0 0

-1

3
[
N

(Fold change)
h & :

B

(Fold change)
B &
Nivel de expresion relativa

Nivel de expresion relativa

—
~
HH

Figura 24. Analisis de la expresion dgpdCen las cepas 2113, 2114 y 2115 con respecto a la cepaeBgVMAB con malato

en presencia 0 en ausencia de triptéfand. Niveles de expresion dpdC en las mutantes 2113, 2114 y 2115 relativo a los
niveles de expresion en la cepa Sp7 crecidas en medio minimo con malato en ausencia de triptéfano. Losexivedsgde
fueron normalizados con los niveles de expresiogytA B. Nivel de expresion dgpdC en las mtantes 2113, 2114 y 2115
relativo a los niveles de expresion en la cepa Sp7 crecidas en medio minimo con malato en presencia de triptéfartadbes resul
corresponder la media de los valores de tezsayos independientes y las barras de error representan la desviacion estandar.
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7.14. Prediccion de sitios de unién a LibR y MibR en la region reguladora dgpdC

Como se menciond antenoente, LibR poseena alta homologia a nivel de estructura terciaria con NarL
deE. coli, el cual es un regulador transcripcional con dominios-RE8& de la familia FixJ/LUxR que
regula la expresion de operones cuyos productos estan implicados en la respiracion mediadéopor
(Stewart, 1993). Las saeencias de las cajas de uniér\dgL han sido caracterizadas a detalle y han sido
utilizadas para la generacion de una matriz de peso posi¢RWAll) en el servidorVirtual footprinting

de la base de datos PRODORIC (Murethal, 2005) Utilizando dicha matriz, se analiz6 la region
reguladora dgdC con el fin de saber si exéstlguna probale caja de uniénldieR. Como se muestra en

la figura 22, se localiz6 una caja similar a la secuencia de reconocimiento de Namacpantuacién
considerable (de 5.24, considerando que la puntuacion minimo es de 0.25 y la maxima Heta.88)a

est8 |l ocalizada ri o ar r®ykesobdekpalcan tegpeticiorbirvdrtide(figara | a

25).

AMK58_RS11565

ﬁ/

AMK58_RS11555 {ltX) AMK58_RS11560 {pdC)

altX
—

gacgga catgcgggcatcattcgaaagtcgggacagggcggcagtcgtagcacgecgegeg c
V S M
cggtc cgaaagacgcccatcaggcgecgeggggtctatcgegttcggegeccgatcegcetete

Caja NarL (consenso) S
cataY nBARNNNNN Bt aaf {Probable caja MbR

ccac ccctccaagaatttccggcg catat ggattgtit cgaaf[gaacaat t ct t|gcgcggag
tggc acgn(r?(r)lrﬁten%a)cw ;1 Probable caja LibR (la a(j:aagl‘)t/AaC at
cggfiggc_ggaggega tget gtcce  cctgtgegggttttcggeccgcgaaactanggaacy
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Figura 25. Prediccionbioinformatica de los sitios de union a LibR y MibR en la region reguladora deipdC. Las prdables

cajas LibR, MibRy 54se muestran en cuadros negros. La caja AuxRE esta indicada con una linea discontinua y el inicio de la

region codificante depdCy gltX esta indicado con flechas negré&ssCo T; B=T,Co0 G
En el promotor dépdC seencontrd una secuenaijae presenta alta homologia a la secuencia de unién de

SlyA, un regulador transcripcional de la familia MarRS##monellayphimuriumimplicado en virulencia

(Stapletoret al., 2002). Esta caja se sobrelg@acialmente con la probke caja LibR en el promotor de

ipdC (figura 25. Por lo general, los reguladores transcripcionales de la familia MarR se unen a secuencias

de DNA que tienen la caracteristica de ser palindrémicas o seudopalindromicasi(Eeceme, 2010),
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aungue algunos homaélogos pueden unirse a secuencias totalmente degeneradas(Rbuatet) por
lo que ha sido dificil establecer una secuencia consenso de union. Debido a esto, no ha sido posible generar
una PWM para proteinas deféamilia MarR en servidores como PRODORIC.

7.15. Clonacion y expresion ddibR y mibR

Con el fin de expresar y purificar LibR y MibRys genedibR y mibR se clmaronpor separaden el
plasmido de expresiGAGEX-4T1 (GE Healthcare Life Sciencg®bteniendo loplasmids pGEXGST-

libRy pGEXGST-mibR respectivamentéos cuales fueron comprobados por secuei@idno mostrado)

En pGEXGST-ibR, libR quedé fusionado de manera traduccional abgggenerando una proteina hibrida
GST-libR de aproximadamente 49 kDAe igual forma, en pGEXST-mibR mibR quedé fusionado de
manera traduccional al ggist generandaina proteina hibrida GSTibR de aproximadamente3&Da.
Ambos plasmidos se mafirieron de manera separadg.acoli BL21 y se evaluaron las condiciones para
la expresion de ambas proteinas.maxima expresion de LibR y MibR se obtuvo en medio LBg(bie

~0.5) complementado con 0.1 mM de IPTG como inductor con un tiempo de induccién de882b?as
Comose muestra en la figues, la mayor cantidad de proteina tanto de LibR como de MibR se obtuvo en

la fraccion soluble (sobrenadante).

LibR MibR

7S KD »

S0KD
GST-LibR

37kD > GST-MibR

25kD 5

Figura 26. Expresion de LibR y MibR enE. coli BL21. El carril 1 corresponde al marcado de peso mole¢®leecision Plus
ProteinE Dual Co | o enloS taailesRy 6 sk snyestBert@dodeldgs proteinas obtenidas de un control sin
agregar el inductor IPTGlIanedio de cultivpenlos carriles 3y 7 se muestbextractototalde las proteinas tdnidas de un cultivo
con 0.1 mMde IPTG; en los carriledt y 8 se muestral extractode las proteinagbtenidas del sobrenadante despuesadisik
celular;en los carrile$ y 9 se muestral extractode las proteinagbtenidas de la pastilla despues de la lisis celular
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8. DISCUSION

La biosintesis de AIA en bacterias asociadas a plantas ha sido un tema de gran interés debido a
gue es unoellos principales mecanismos implicados en la estimulacion del desarrollo de la planta.
Se han realizado importantes avances particularmente en el estudio de las vias de biosintesis de
AIA 'y de los genes implicados en cada una de ella®\.Hmasilensey en otras PGPRs, uno de

los genes claves en la biosintesis de AlA es el En el promotor dgpdC de la cepa Sp245

se han localizado varios elementosceuepudieran seimportantes para la expresion del gen,

entre ellos, un elemento de respu@staixinas, un probable sitio de union para el factruna
repeticion invertida (ATTGTTTC(GAAT)GAAACAAT), dos secuencias palindromes, un
probable sitio de unién a ribosoma, asi como el sitio de inicio de la transcripcion (Rothiballer

al., 2005, Lambechtet al, 1999, Vande Broeé&t al, 2005)(figura 6). EnA. brasilense&sp245 la

region reguladora digdC contiene una secuencia de 150 pb que no esta presente en otras cepas
como la Sp7 y SM (Rothballet al, 2005; Malhotrai Srivastava, 2008). Estariabilidad podria

estar directamente relacionada con la cantidad de AlA prodoo@iado se analizadiferentes

cepas dé\. brasilensepor lo cual en este trabajo se analiz6 la variabilidad de la region codificante
deipdCasi como de la regién del esttno 5° deAzospirillumspp.aisladas de diferentes plantas y

sitios geogréficogtabla 2) Los resultados de PCR mostraron dos grupos de amplicones; el grupo

| de 2.75 kb (tomando como referencia la cepa Sp245) y el grupo Il de 1.9 kb (tomando como
referancia la cepa Sp7). Esta diferencia en el tamafio de los amplicones se debdedagoesma
formaque en la cepa Sp245, algunas poseen una secuencia de 150 pb en la region reguladora de
ipdC misma que no esta presente en otras cepas como la 42M, CIZBy(figura 9. Ademas,

se encontrd que en algunas cepas, inmediatamente rio alj@jiCde encuentra un gen conocido
comoiaaC el cual codifica una probable proteasa de respuesta a esfrésrarilenseSp245 que

regula de manera negativa la biosiigtel® AlA pero no la expresion galC (Vande Broelet al,

2005; Malhotra & Srivastava, 2008), mientras que en otras cepas este gen no esta presente. Se
proponegue lasacterias que carecenidaC la biosintesis de AlA se regula de manera diferente
(Malhotra & Srivastava, 2008). La cuantificacion de AIA mostr6 que esta diferencia en el
promotor daépdC no tiene una@orrelaciéncon la cantidad de AIA producidéigura 12. Por otro

lado, el andlisis de la secuencia de nucleétidogdigy de la secuencideducida de aminoacidos
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mostro que no existe variabilidad entre las cepas theasilenseestudiadas a pesar de haber sido
aisladas de diferentes plantas y sitios geografipd€ resulté estar muy conservado en un total
de 34 cepas d&. brasilenseanalzadas(Jijon-Morenoet al, 2015) lo cual indica que la via del
acido indot3-pirivico estd ampliamentdistribuida en esta especie y a su vez, refleja la
importancia del AIA enA. brasilensecomo una estrategia para logedaptarseal ambiente
rizosféico y para establecer una asoddcexitosa con su planta hospedera

Desde el aislamiento, clonacién y secuenciacidpdieenA. brasilens€Zimmeret al, 1998) se

han realizado importantes avances en cuanto a su regulaciéon a nivel fisiologicdr&silense

ipdC se induce en respuesta a varios factores como el pH acido y bajo condiciones anaerdébicas
(Onaet al,, 2005, Vande Broeé&t al, 2005), auxinas como el AlA y el &cido naftalenoacético, el
acido 2,4diclorofenoxipropionico y por el &cido clafienoxiacético (Malhotra and Srivastava,
2008; Vande Broelet al, 1999). Seproponeque la respuesta al AIA podria estar mediada por
reguladores transcripcionales que utilizan esta auxina como ligando para modular la transcripcion
deipdC a través de un atanismo similar a leegulacionde la expresion de genes de respuesta a
auxinasde Arabidopsis thalianay otras plantas (Mockaiti& Stelle, 2008). Esta hipétesis es
apoyada por el hecho de que en el promotoipd€ existe una repeticion invertida que es
importante para la induccién de la expresionpdkC por el AIA (Vande Broelet al, 2005) y
podria ser el sitio de union para algactor de transcripcion que utiliza el AIA como ligando para
modular la expresion dpdC.

EnE. cloacaela expresion dgpdCes regulada de manera positiva por el regulador transcripcional
TyrR el cual regula la expresion de genes involucrados eram$porte y metabolismo de
aminodacidos erk. coli en respuesta a aminoacidos aromaticos como el triptéfano, tirosina y
fenilalanina (Ryut Patten, 2008; Pittardt al, 2005). En este trabajo, a través de un analisis
bioinformético se localizé un gen en el genoma dérAsilenseSp7 que codifica una proteina
homologa a TyrR dé&. colila cual posee udomino PAS en el extremo amino terminain
dominio de interaccién con el factd?* en el dominio central y un motivo HTH en el extremo
carboxilo terminalfigura 133). Estas caracteristicas la agrupan en la familia de las proteinas de
union a potenciadores bacteriano (bEBPS) las cuales rdgutapresion de genes dependientes
de (°*(Bush & Dixon, 2012). El alineamiento multiple mostré que TgieRa cepa Sp@osee un

motivo GSFTGA(figura 13 que no esté presente en otros homadlogos como TyER deli ni
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en TyrR deE. cloacae Este motivo esmportante para la interaccion cai*y suele ser
caracteristico de las bEBPs (Bush & Dixon, 2012). De hecho, las bEBPs que carecen de este
motivo no son capaces de regular la expresion de genes dependi€rféRittardet al, 2005).

La presenciale una probable caja de uniéii*en el promotor dgdC condujo a formular la
hipotesis que su expresion podria ser regulada por una bEBP como TyrR. Para corroborar esta
hipotesis, se generd una cepa mutante en dlygénla cual se denomin@. brasiense2116. En

la cepa 2116 la produccion de AIA disminuyé en alrededor de un 18% comparada con la cepa
silvestre Sp7 en fase exponencial del crecimiento, sin embargo, en fase estacionaria el nivel de
produccion fue similar al de la cepa silvedffigura 14, tabla 5).Un analisis transcripcional
utilizando una fusion transcripcional cromosom#C-lacZ mostré que TyrR no esta implicado

en la regulacion de la expresionigdC ya que la actividad enzimatica deblgalactosidasa fue

similar al de la cepa silvest(igura 15 tabla 6).Estos resultados concuerdan con el hecho de que

en el promotor dgdC no se encontrd ninguna caja similar a la secuencia de reconocimiento de
TyrR. Una posible explicacion a la dismcion en la biosintesis de AIA en la mutante 2116 es

que la mutacion deéyrR afectd la expresion de genes implicados de manera indirecta en la
biosintesis de AIA. Esta hipétesis se apoya por el hecho de que un analisis bioinformatico del
genoma deA braslense Sp7 mostré la presencia de probables sitios de unién para TyrR en
promotores de genes cuyos produgbosteicospodrian estar implicados en el transporte y
biosintesis de triptéfano, el precursor para la biosintesis dep&i& no en la region Sariarriba

deipdC. Por ejemployna de las cajas TyrR se encontré rio arriba delAd@i58 RS06400¢l

cual codifica una antranilato fosforibosiltransfer§§gpD) que cataliza la transferencia de un
grupo fosforibosil a antranilato para formar fosforibamtranilato en la segunda etapa de la
biosintesis de triptéfano, y un sitim arriba del gen AMK58 RS1260%| cual codifica una
fosforribosil antranilatoisomerasa (TrpF) implicada en la tercera etapa de la biosintesis de
triptéfano (DosselaenéVanderleyden, 200 (Jabla 7) EnA. brasilensetrpD se identific6 como

parte de un operoén junto canpG y trpC que al ser expresado AnirakenseKA3, una cepa con

una baja produccién de AlA, caus6 un aumento en la biosintesis de esta fitohormonar@i

al., 1991; Zimmen Elmerich, 1992).

El analisis bioinformatico predijo varios sitios de union a TyrR en la region intergénictyeRtre

y el genAMK58_RS07035el cual codifica para una-Bminoacido deshidrogenagagnBank:
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ALJ35196),que esta irplicada en el catabolismo de aminoacidos comedéahina a traves de la
desaminacion oxidativa de la&@anina para producir amonio y piruvaieftzer, 1996). Tres de

estas cajas estan localizatfamediatamenteio arriba detyrR lo cual sugiere que TR regula su

propia expresion de forma similar quekencoli (Kamakarist Pittard, 1982 Tabla?. Otras tres

cajas TyrR se encontraron en una regién adyacente a una probable caja de union (&f factor
(CGCAAACGCGATGCCA) rio arriba del gedadA lo cual sugiere que TyrR y el factdr*

podrian regular de manera positiva Jgpmresion de este gen y con ello el catabolismo de-la D
alanina erA. brasilensey a su vez, representa la primera evidencia de que TyrR podciapser

de interactuar con el factéP* para regular la transcripcion a diferencia de sus homdloggs en

coli y E. cloaae, los cuales solo regulan promotores dependientes de sigma 70 (&tttdrd

2005, Ryu y Patten, 2008). De hecho, la cepa 2116 fue incapaz de crecer en MMAB-con DL
alanina como fuente de carbono a diferencia de la cepa Sp7 la cual most&cioriento
considerable formando pegfios floculos después de lashtBas de crecimient@igura 3. La
presencia de probablsiiosde unién a TyrR y para el factdt* rio arriba de genes de transporte

de tipo ABC de aminoacidos sugiere que demas de regular el catabolismcaaring, TyrR y

0°* podrian regular el transporte dstey otros aminoacidos eA. brasilensea través de un
mecanismo hasta ahora desaodo (Tabla 7). Este hallazgo puede ser utilizado como un
antecedente para futuras investigaciones sobre el mecanismo molecular que regula la captacion y
metabolismo de fuentes de carbono y nitr6geno alternativas en bacterias asociadas a planta como

una efrategia para su supervivencia en el ambiente rizosférico.

Con el fin de identificar los elementos eans que regulan la expresion g&lC, en este trabajo

se llevaron a cabo ensayos de cromatografia de afinidad al®bi4al es una técnica que ldos
utilizada en diversos trabajos para la identificacién de proteinas de uniéon a DNA incluyendo
reguladores transcripcionalésdrstmeiret al,, 2004; Jutrast al, 2012; Longeet al, 2013, Hyeon

et al, 2012) Con esta técnica y a través del uso deslgectrometria de masas, se aislaron e
identificaron dos proteinas con dominios HTH caracteristico de la mayoria de los reguladores
transcripcionales, las cuales interactuaron con el promotipd@eautilizado como sondéigura

16). Una de estas proteinegrresponde a un regulador transcripcional de la familia LuxR el cual,

debido a su participacion en léosintesisde AlA, fue nombrado LibRLuxR-family indole3-
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acetic aciiosynthesigegulator)figura 19. En la mayoria de las bacterias Graggativas como

Vibrio fischeri Pseudomonas aeruginosg Agrobacteium tumefacienslos reguladores
transcripcionales de la familia LuxR estan implicados en un sistema de sefalizacién conocido
comoiquor umo sensihg cual ,acild hmosernzsintetesa) sintetiza uné
molécula de tipo MNacil homeserina lactona que se undahiniode unién al autoinductor de un
regulador transcripcional de la familia LuxR, el cual a su vez se une al DNA para regular la
expresion génica (Milled Bassler, 2001). Auque LibR se agrupa dentro de la familia LuxR de
reguladoredranscripcionalesno posee un dominio de union al autoinductorsu lugarposee

un dominio REC caracteristico de los reguladores de sistemas de doble componente como NarL u
OmpR (Galperin, 208). Este sistema involucra a ¢nasa histidinica que, tras detectera
determinada sefal del entorno, se autofosforila en un residuo de histidina y posteriormente este
grupo fosforilo es transferido a un residuo de acido aspdBicdel dominio REC dé regulador
transcripcional promoviendoun cambio conformacional del dominio REC favoreciendo la
formacion de homodimeros para unirse a secuencias especificas del DNA regulando el inicio de
la transcripciénKernet al, 1999 Leoniet al, 2003. En otros casos, la fosforilacion del dominio

REC induce un cambio conformacional en el regulador transcripcional que provoca su disociacion
del DNA (Plateli Marletta, 2013). La presencia de un resiuconservado en elominioREC

de LibR, sugiere que la fosforilacién es un requisito para modular su actividad reguladora ya sea
para unirse o disociarse del DNfigura 17. Generalmente en los sistemas delel@omponente

tanto la cinasa histidinica como el regulador de la respuesta estan codificados de manera adyacente
en el genoma (Stewart, 1993; Rodrigdayaet al, 2010), sin embargo, el analisis de la relacion
sinténica entre cepas éeospirillumspp.no mostré la presencia de alguna cinasa histidinica en

la region cercana BbR en ninguna de las cepas analizadas (figumaplementariaC2). A.
brasilensgposee 74 cinasas histidinicas clasicas y 55 hibridas (Bataid2015) por lo que es
probableque alguna de ellas regule el estado de fosforilacion de LibR actuando como una cinasa
histidinica y probablemente como una fosfatasa modulando su actividad reguladoipd€dbre

Los reguladores con dominios REQxXR estan implicados en diversos procesglslares como

la floculacion y biosintesis de exopolisacaridos (EPS) (Peeef§ et al, 1998), respiracion
mediada por nitrato (Stewart, 1993), fijacion de nitrégeno (Foussad 1997), formacion de

biofilm (Dubernet al, 2008) y la utilizacion déuentes de carbono como la ectoina (Rodriguez
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Moyaet al, 2010) y se unen a secuencias de DNA que tienen la caracteristica de ser repeticiones
invertidas (Darwini Stewart, 1996). Se ha encontrado que estas secuencias pueden variar entre
diferentes miemtos de la familia LuxR a pesar de la gran similitud que existe entre sus dominios
de union a DNA (Belchevat al., 2009: Davlievaet al, 2015).

Con el fin de analizar la participacion de LibR en la biosintesis de AlA, se generé una mutante en
el genlibR la cual se denomind. brasilense2113. La cuantificacion de AIA mostré que la
produccion de esta fitohormormasminuy6é en alrededor de un%Jlcomparado con la cepa
silvestre lo cual indica claramente que LibR regula de manera positiva la biosinteg\saiedA
brasilense La complementacién éransde la mutante 2113 con el gen silvedti® restauro la
biosintesis de AIA, lo cual indica que la afectacion en este fenotipo se debi6 especificamente a la
mutacion deibR y no como resultado de un efegimar figuras 22 y 23 Por otro lado, mediante
RT-gPCR se encontrd que la expresionmC se afectd significativamente tras la mutacién de

libR, lo cual indica que LibR regula de manera positiva la expresigu@gfigura 24.

Un analisis fenotigio adicional a la produccién de AIA mostr6 que la mutaciolib&eafecto la
capacidad de la bacteria para absorber el rojo congo en medio sélido formando colonias opacas a
diferencia de la cepa silvestre la cual formo colonias de color rojo escarlateristiao de cepas

de A.brasilense(figura 4). Cuando la cepa 2113 se complementdrans con el gen silvestre

libR, dicho fenotipo se restauré observandose colonias con un color rojo incluso mas intenso
comparado @n la cepa silvestrdigura 4). Este cambio de coloracion generalmente esta asociado

a la afectacion en la produccién de EPS y se ha utilizado como una técnica rapida para cuantificar
su produccién en diversas bacterias (Freeetal, 1989). De hecho, la mutante 2113 mijod
alrededor de un 50% menos exopolisacéridos y biopelicula comparado con la cepa silvestre
(resultados no mostrados). Estos resultados sugieren que LibR y probablemente otros reguladores
de la familia LuxR regulan tanto la produccién de biopelicula coen8lA enA. brasilenseEs

probable que ambos procesos esiéoplados a través de un mecanismo aun desconocido. Esta
hipotesis es apoyada por otros trabajos en el que se ha encontrado que el AlA induce la expresion
de genes de biosintesis de EPSBeadyrhizobium japonicum(Donati et al, 2013) y enA.
brasilensgPuyveldeet al,, 2011).
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Como se menciond anteriormente, se propone que la exprespatCqeodria ser dependiente del
factor(®* debido a la presencia de una probable caja de unidhea la region reguladora ¢mlC

(figura 3. La activacion de la transcripcion de genes dependiente§>deun factor de
transcripcion de la familia de las bEBPs interactta @ra través de m motivo GAFTGA
presente en el dominio AAA (ATPasas asociadas a varias actividades celulares) y acopla la energia
generada por la hidrélisge ATP lo cual permite la formacion del complejo abient@l proceso

de la transcripcién (Bush & Dixon, 2012). Reuerdo al andlisis bioinformético, LibR no posee
ningun dominio caracteristico de las bEBPs (i. e. Walker A, Walker B) y carece del motivo
GAFTGA. Por lo general, los reguladores que carecen de este motivo no son capaces de activar la
expresion de genedependientes dé®* (Studholmeli Doxon, 2003), sin embargo, existe la
evidencia de que proteinas que no pertenecen a la familia de las bEBPs pueden patrticipar en la
regulacion de la expresion de genes dependienté¥*deuo et al, 2006; Bertongt al, 1998;

Wanget al, 1998). EraR es un regulador atipicoAlébrasilenseSp7 debido a que a pesar de
carecer de los motivos caracteristicos de las bEBRapaz de interactuar cotf para regular la
expresion del gelexAel cual codifica una quinoproteiralcohol deshidrogenasa implicada en la
utilizaciéon de glicerol como fuente de carbdfinghet al, 2017) De la misma formgue LibR,

EraR pertenece a la familia LuxR de reguladores transcripcionales y posee domirbgXREC

por lo cual es probableug LibR, de manera similar a EraR, interactie @trpara regular la

expresion déepdC.

Ademas de LibR, el andlisis por espectrometria de masas de las bandas secuenciadas mostro I
presencia de un regulador transcripcional de la familia MarR la cual no ha sido caracterizada en
A. brasilensg(figura 16. Debido a su participacion en la biosintesis de AlA, esta proteina se
nombré MibR. Los reguladores transcripcionales de la familia MarR constituyen un grupo diverso
de proteinas encontradas en bacterias y arqueobacterias que actian como represores 0 come
activadores de la transcripcion de genes implicados en diversos procesos celulares como la
resistencia a antibidticos, respuesta a diversos tipos de estrés, virulencia y catabolismo de
compuestos aromaticos (Per@r&rove, 2010). Por lo general, los reguladores transcripcionales

de la familia MarR s unen a secuencias de DNA de2l6pb que tienen la caracteristica de ser
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palindromicas pseudopalindrémicas (Perar&rove, 2010), aunque algunos homélogos pueden
unirse a secuencias totalmente degeneradas (Roetmt 2004) por lo que ha sido dificil
establecer una secuencia consenso de unién. Estas secuencias suelen estar muy cerca o incluso
traslapan con el promotor, por lo cual, la union del regulador tiposmal bloguea el acceso de

la RNA polimerasa al promotor (MartinRosner, 1995). A este tipo de represion se le conoce
como represion por impedimento estérico (Brownimysby, 2016) y es uno de los mecanismos

mas comunes de represion de la expresion de genes bacterianos.

Otra de las caracteristicas de la mayori¢dodeeguladores transcripcionales de la familia MarR

es que su actividad reguladora requiere de la unién de ligandos especificos que les permiten unirse
o disociarse del DNA modulando asi la expresion génica. Algunos de estos ligandos suelen ser
metabolite derivados de vias biosintéticas que son reguladas por el propio regulador
transcripcional al que se unen (Ztwal, 2013), por ejemplo, el antibidtico pentalenolactona sirve
como ligando de PenR &reptomyces exfoliatpsovocando la liberacion depaoteina del DNA

(Zhu et al, 2013). Se ha demostrado que el AIA puede modular la expresion génica en bacterias
actuando como un ligando de reguladores transcripcionales. Mediante ensayos de EMSA, se
encontré que lacR dA. baumanniise une al promotor d®perbniac, cuyos genes que lo
constituyen estan implicados en la degradacién de AlA, reprimiendo su expresién, sin embargo,
en presencia de AlA el regulador perdio su capacidad para unirse al DNA, lo cual sugiere que el
AIA podria interactuar con lacRauasando que éste se disocie del promotor permitiendo asi la
expresion del operdac (Shuet al, 2015).

Los resultados de RGPCR mostraron que la mutacion méR causd una ligera disminucion

tanto en la expresiéon dedC como en la biosintesis de Aliguras22, 23 y 24, lo cual indica

que MibR noactiia como un represor @@C, sino posiblementecomo un activador para la
expresion deipdC. Otra posible explicacién a este comportamiento es que posiblemente la
expresion denibRsea un proceso estriote@nte controladel cual no fue posible imitar bajo las
condiciones de trabajba funcién de MibR como regulador positivo de la expresioipd€ fue

mas evidente cuandibR se mut6 en el fondo genético de la mutante 2114 (doble mutante
brasilense2115) ya que se observé un mayor efecto tanto en la expresifm@de&omo en la
biosintesis de AIA comparado con la mutaciorible o mibRsolos. A pesar de la ausencia de

LibR y MibR, la doble mutante 2115 fue capaz de producir alrededor de un 50% desfldat
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comparado con la cepa silvesffigura 22 y 23, lo cual sugiere que otros reguladores podrian
estar implicados en la biosintesis de Alsta hipotesis es apoyada por el hecho de que de acuerdo
al analisisin silico del genoma de la cepa Sp7 ¢ers ademas débR, 15 genes que codifican
proteinas con domios REIQIXR y, ademas de MibR, 8 genes que codifican proteinas de la familia
MarR (figuras complementariasC3 y C7%. Uno de estos paralogos incluye al regulador
transcripcional FIcA, el cual #simplicado en la biosintesis de polisacéarido capsular, floculaciéon

y colonizacién a la raiz de trigo @n brasilenseSp7 (Peregserket al, 1998). FIcA, al igual que

LibR, contiene un dominio REC en el carboxilo terminal y un dominio HTH en el armmonge
caracteristico de los reguladores traipaionales de la familia LuxR. Ambas proteicasnparten

una identidad del 63% (76% de similitudigura 17. Otraposible explicacion a la produccién
residual de AIA en la cepa 2115 es que otro factor toffes de transcripcion que no fueron
aislados con la metodologia utilizada podrian también estar implicados en la regulgoitihale

bien que a pesar de la auser®@d ibR y MibR, la RNA polimerasa por si sola es capaz de llevar

a cabo la transcripcide ipdC a una menor tasa de expresion.

El analisisin silico del promotor depdC mostro la existencia de una secuencia similar a la
secuencia de union para factores de transcripciéon de la familia LuxR como NarL, asi como una
secuencia similaa la secueria de union para factores de transcripcion de la familia Marfo

SlyA (figura 5). Ambas secuencias se traslapan una con otra y se localizan en una repeticion
invertida adyacente a una probable caja de unif. &n un trabajo previo se plidd la evidencia

de la presencia de dos protein@&gnominadas proteina A y proteina B) que se unen a dicha
repeticion invertida del promotor dedC enA. lipoferum(Yagi et al, 2001). La proteina A, se

une ala secuencia-3GAAACAATTCT -3, mientras ge el sitio de union de la proteina B abarca
toda la repeticion invertida S GGATTGTTTCGAATGAAACAAT TCT-3, sin embargo, estas
proteinas no fueron identificadas. Tomando como referencia estos antecedentes y los resultados
de este trabajo se sugiere quexpresion depdC es regulada de manera positiva por LibR y
MibR los cuales compiten por el sitio de union en el promotdpdi€ en respuesta a sefiales
intracelulares o extracelulares especificas alin desconocidas. Este mecanismo de competencia po
el sitio de union ya ha sido descrito en reguladores transcripcionales de la familia MarR. Por
ejemplo, MdrA, un regulador transcripcional de la familia MarBdeella abortusompite con
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IHF y HutC para regular de manera positiva la transcripcion del opeiruyos genes que lo

constituyen codifican el sistema de secrecion tipo IV (Setied, 2012).

En conjunto, los resultados encontrados en este y en los trabajos antes mencionados permiten
proponer un modelo hipotético de la regulacion transcripcoialdC enA. brasilensenediado

por LibR y MibR. En este modelo se sugiere que en fase expahdratrecimiento bacteriano

MibR se une al promotor en ausencia de AlA activando la expresi@dea un bajo nivel de
expresion. Este bajo nivel de expéesprobablemente se debe a que Rlilmo interactia
adecuadamente con el factor sigma debido a que carece del dominio de @it yacomo lo
muestra el andlisis bioinformati¢figura 19. En esta fase de crecimiento comienza la sinties

AlA el cual, alcanza un nivel que le permite unirse a MibR provocando un cambio conformacional
que causa que éste se disocie del DNA. La disociacion de MibR del promotor permite la union de
LibR en su estado fosforilado el cual interactiia fisicameateel factor(®* para activar la
expresion dapdC a una mayor tasa de expresion cuando la densidad celular alcanza la fase
estacionaria de crecimiengiigura 27).

Los resultados de este trabajo indican que la regulacion de la expreipid€ de un proceso muy
compkjo debido a que la actividad de su promotor es modulada por al menos dos reguladores
transcripcionales, LibR y MibR. Sin embargeran necesarios otros estudios que permitan saber
si: 1) otras proteinas de la familia MarR y/o de la familia LuxR presentkiscepa Sp7 participan

en la expresion dpdCy en la biosintesis de AlA, 2) si LibR y MibR se unen de manera especifica

al promotor depdC, 3) si la union de LibR al DNA requiere de la forforilacién del domio REC y

4) si el AlA u otro cofactor sonatesarios para la unién o disociacion de uno o ambos reguladores
del DNA. En conjunto, dichos experimentos junto con los presentados en este trabajo permitiran
esclarecer el mecanismo molecular por el duddrasilenseegula la biosintesis de AlA.
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Modelo propuesto de la regulacion transcripcional dgdC en A. brasilenseSp7

a. Faseexponencialtemprana de crecimiento

Bajo nivel de
produccion de AIA

Bajo nivel de
expresionde ipdC

indC >_> ATV W W

CajaMibR-LIbR -24 -1

b. Fase exponencialardia de crecimiento

Nivel basal de
produccién de AIA

Nivel basal de
expresionde ipdC

AT T T
ipdC > —_ T

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

Figura 27. Modelo propuesto de la regulacion transcripcional dgpdC en A. brasilenseSp7. (a) En fase exponencial temprana del
crecimiento baeriano, MibR se une al promotor en ausencia de AlA activando la expresgiCjanto con el factor sigma 54 a un

bajo nivel de expresion. Este bajo nivel de expresion probablemente se debe a que MarR no interactia adecuadametue con el fa
sigma deldo a que carece del dominio de uni6G®4o posiblemente debido a una interaccién débil con el DNA. (b) En la fase
exponencial tardia de crecimiento, comienza la sintesis de AIA (mostrado en circulos de color anaranjado) el cual, milsznza un
basal que le permite unirse a MibR provocandacambio conformacional que causa que éste se disocie del DNA. (c) En la fase
estacionaria de crecimiento, la alta concentracion de AIA mantiene a MibR en su estado inactivo permitiendo la union de LibR
fosforiladoal promotor (mostrado con un circulo aitha)y el cual posiblemente interactla fisicamente con la RNA polimerasa y con

el factor® (mostrado con estrellas de color rojo) para activar la expresifd@a una mayor tasa de expresion.
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9. CONCLUSIONES

En este trabaj se encontré quipdC, el gen que codifica la enzima fenilpiruvato descarboxilasa (PPDC)
estd muy conservado en drgas cepas dA. brasilenseaisladas de diferentes plantas y regiones
geogréficas. La secuencia de nucleétidos de la region reguladipdClg la secuencia deducida de
aminodcidos de las PPDCs presentan poca variabilidad genética entre diferentés Acpessilense

Por otro lado los datos mostrados en este trabajdican que MibR y LibR, dos reguladores
transcripcionales identificados en este trabajo, regulan de manera positiva la exprapd@ ylda
biosintesis de AIA erA. brasilense La paticipacion de ambos reguladores transcripcionales en la
expresion dapdC sugiere quéA. brasilensemodula la biosintesis de AlA través de un mecanismo

complejo que merece futuras investigaciones.

10.TRABAJOS FUTUROS

Seran necesarios otros experimentosug permitan dar respuesta a las siguientes preguntas:

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

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

3) ¢La union de LibR al DNAequiere de la fosforilacion del domio REC?

4) ¢LibR y MibR interacttan fisicamente para modular la expresitpu@e

Para saber si LibR y MibR se unen de manera especifica al promotor d@dC se propone:

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

siguiente:

A Es probable que la unién al DNA (o disociacion) de LibR, MibR o ambos requiera de la presencia de

moléculas como el AlA y el triptéfano que actien como ligandos.

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

Por otro lado, para saber si LibR y MibR interactian fisicamente para unirse al DNAe propone:

Realizar ensgs de doble hibrido bacteriano

82



De acuerdo a los resultados de este trabajo, LibR es un regulador transcripcional que esta implicado en la
biosintesis de AlA y presenta una alta homologia con FICA, un regulador transcripcional de la familia LUxXR
implicado en la biosintesis de exopolisacaridosferbrasilensg(PeregGerk et al, 1998). Ademas, se

mostrd la evidencia que LibR también podria estar implicado en la produccién de exopolisacaridos.

Este hallazgo puede servir como base para trabajos futurgsugdan dar respuesta a las siguientes
preguntas:

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

¢ Estamecanismo podria estar mediado a nivel molecular por LibR?
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11. MATERIAL COMPLEMENTARIO

11.1 Figuras complementarias

Figur.@i €®@ti ca de cr eAk.i nobreaeshiolMiidsBec epas maé at o

—e— A. brasilenseSp7 (Silvestre) A. brasilens@116 (yrR::GnF)
1,6 —i— A brasilens112 {pdC::lacZ-KmR) A. brasilense117 (pdC::lacZ-KmR tyrR::GnR)
1,4
T —_— = - =
o =
1,2 w Al
=
1 /:
Sos //
a)
0,6
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0,2 =
A
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Figura C1. Cinética de crecimiento de las cepas Sp7, 2112, 2116 y 2117 en medio minimo con malato como fuente de
carbono. Las cepas se crecieron en MMAB con 37 mM de malato como se describié en material y métodos. El crecimiento fue
monitoreado midiendo la Ddabdel cultivo cada deh durante un periodo de 32 h. Los datos corresponden a la media de los valores
de dos ensayos independientes con tres réplicas biologicas y las barras de error representan la desviacion estandar.
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Figura C2. Relacion sinténica de genes homdlogodibR en bacterias del géner@d\zospirillum con respecto a. brasilense

Sp7. Representacion esquematica que mueatrsinitenia ddibR (representado con una flecha roja) en bacterias del género
Azospirillum La secuencia de nucleétidosliter deA. brasilenseSp7 se utiliz para realizar la busqueda de genes homdlogos en
el genoma de cepas Aeospirillumspp. utilizamo el servidor BLAST. En la parte inferior se indica el producto de cada uno de
los genes que se encuentran en el mismo clustdibifud_os genes representados clattias del mismo color son aquslique

son homdlogos unos con otros.
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Figura C3. LibR y proteinas homélogas de la familia LuxR con dominios RECGHTH localizadas en el genoma deA.
brasilenseSp7. La prediccion de los dominios de cada protemaeslizé con el servidor SMARTBe indica la longitud en
aminoacidos de cada dominio y la longitud de la secuencia completa de cada proteina, asi como sus réspecisyde acceso
en NCBI.
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Figura C4. Alineamiento multiple del dominio REC de LibR conel dominio REC de proteinas homdlogas localizadas en el
genoma deA. brasilenseSp7. Las secuencias mostradas en el alineamiento corresponden a las secuencias de aminoéacidos del
dominio REC de LibR (nimero de acceso en GenBank WP_035678594.1), de FIcA358P4679.1), de AMK58 RS03795
(WP_035675470.1), de AMK58_RS03520 (WP_014241328.1), de AMK58_RS07295 (WP_035673575.1), de AMK58_RS07055
(WP_035673487.1), de AMK58_RS08060 (WP_059398793.1), de AMK58_RS03800 (WP_059398640.1), de AMK58_RS08735
(WP_035674364), de AMK58_RS14380 (WP_079285718.1), de AMK58_RS24470 (WP_035680061.1), de AMK58_RS22840

(WP_035679504.1),

de

FixJ (WP_059399546.1), de AMK58 RS22070 (WP_051140697.1),

de AMK58_RS22065

(WP_079284995.1) y de NarL (WP_014200193.1). El alineamiento migeplealizd con el programa Clustal Omega. En color

negro y en gris se indican las regiones del alineamiento con 100% de identidad y 100% de similitud, respectivamente y fueron
resaltadas utilizando el servidor bioinformatico Multiple Align Shduwitp(//www.bioinformatics.org/sms/index.htmlLa

prediccién de la estructura secundaria se realizé con ®hps hélices verdes representanUidslices y las flechas azules las

hojasb plegadas.
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Figura C5. Alineamiento multiple del dominio HTH de LibR con el dominio HTH de proteinas homélogas encontradas en

el genoma deA. brasilenseSp7. Las secuencias mostradas en el alineamiento corresponden a las secuencias de aminoéacidos del
dominio HTH de LibR (nimero de acceso en GenBark 085678594.1), de FIcA (WP_035674679.1), de AMK58_RS03795
(WP_035675470.1), de AMK58_RS03520 (WP_014241328.1), de AMK58_RS07295 (WP_035673575.1), de AMK58_RS07055
(WP_035673487.1), de AMK58_RS08060 (WP_059398793.1), de AMK58_RS03800 (WP_059398640MK58 RS08735
(WP_035674364.1), de AMK58_RS14380 (WP_079285718.1), de AMK58_RS24470 (WP_035680061.1), de AMK58_RS22840
(WP_035679504.1), de FixJ (WP_059399546.1), de AMK58 RS22070 (WP_051140697.1), de AMK58_RS22065
(WP_079284995.1) y de NarL (WP_014200193El alineamiento mdltiple se realizé con el programa Clustal Omega. En color
negro y en gris se indican las regiones del alineamiento con 100% de identidad y 100% de similitud, respectivamente y fueron
resaltadas utilizando el servidor bioinforméatico hNplé Align Show bttp://www.bioinformatics.org/sms/index.htmlLa

prediccion de la estructura secundaria se realizé con Php® hélices verdes representanUidstlices. En la parte inferior se
muestra el diagrama weblogo (Croaksal, 2004) que indica la prevalencia de aminoacidos en posiciones especificas y estan
coloreados de acuerdo a sus caracteristicas fisicoquimicas.
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Figura C6. Relacion sinténica de genes homdélogosrabR en bacterias del génerd\zospirillum con respecto &. brasilense

Sp7. Representacion esqueméatica que muestra la sinteniibBérepresentado con una flecha amarilla) en bacterias del género
Azospirillum La secuencia de nucleétidoslitér deA. brasilenseSp7 se utilizé para realizar la busqueda de gapendlogos en

el genoma de cepas édeospirillumspp. utilizando el servidor BLAST. En la parte inferior se indica el producto de cada uno de
los genes que se encuentran en el mismo clustenipie Los genes representados con flechas del mismo colags@yos que

son homdlogos unos con otros.
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Figur.Mi BR y prote2?2nas hom-l ogas de
br asiSlgense
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— ha
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Figura C7. MibR y proteinas homélogas de la familia MarR encontradas erl genoma deA. brasilenseSp7. La prediccion
de los dominios de cada proteina se reala® el servidor SMARTSe indica la longitud en aminoacidos del dominio HTH y la

longitud de la secuencia completa de cada proteina, asi como sus respectivos delamreso en NCBI.
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igur.Aal iC8eamiento m¥u tiple del dominio HTH d
om- |l ogas encont rAadabsr agspi7leeln sgege noma de

MibR NAVSPHD | K- ENEGESQSDINESAVGI DRSIyVVA 59
AMK58_RS1053C DMI GDSQ VTHR- TERS[ESQNQENERL TFVDPAIIT QG 59
AMK58_RS0719C | RI VDHGVSI\/G RABW- EEDGHT QRE[MSQRVGVNVEPUITVT 59
AMK58_RS0676C LDDARLGLAGEAR VY)Y C- RHPGSRQSV[WATHVWVEPMIL VGF 59
AMKS58_RS1302C LYEKRFGI ! P AV|EG- GGET|ESAGE[WAQRTANDKV[®VSR 59
AMK58_RS18225 RLRDEFSTQ %DL CL|SDRQPEGHT VGE[MSKRNVNVTNGNVTGI 60
AMK58_RS17905 SRI Gl DDI SPVQVN LNNS- - NGE[§SVRD[HI ERGYYLGS|J/ASYN 58

ADRL GNTRCGAI SKLAAAKTQTAD 59

AMK58_RS2280C AKLAGRG v RDMY- GQDGNVAPSL

AMK58_RS2603C EECAEFN TANvV- DRPDADQVTMEAQI GI DRTIITAG 59
PcaV NTNVVSEET SP NANV- AEPGEDQRTAEERVGL DRS|jI AE 59
MibR LDE[MI PRI QAHDKAMVKDESAEEQ- - - - - - 101
AMK58_RS1053C VSTMLENATRAHHRTLDPMTPE[EGQ- - - - - - 101
AMK58_RS0719C RADINL PNVEE|I EEAATQGNAPSIEL- - - - - - 101
AMK58_RS0676C AL QYL EAFRNERESANADMSAE - - - - - - 101
AMK58_RS1302C YTEMNVPLALAYERELTGANTEE[EV- - - - - - 101
AMK58_R518225 AGAINAAAQRRWL AEL TAGNPHGERV- - - - - - 102
AMK58_RS17905 CERMRHMASVHSDGL | RTEGDSQDFEVTYR 106
AMK58_RS22800 VPDISAL ADRNDAEFFGHHUDPARER- - - - - - 101
AMK58_RS2603C L RRVDKKAQRAHDRTI APHPKE[BR- - - - - - 101
PcaV HRREGVRI ARVNQVFLAPHAADEQ- - - - - - 101

Figura C8. Alineamiento multiple del dominio HTH de MibR con eldominio HTH de proteinas homologas encontradas en

el genoma deA. brasilenseSp7. Las secuencias mostradas en el alineamiento corresponden a las secuencias de aminoéacidos del
dominio HTH de MibR (nimero de acceso en GenBank WP_051140036.1), de AMK58 3RSI8B_035675085.1), de
AMK58_RS07190 (WP_035673531.1), de AMK58_RS06760 (WP_051140205.1), de AMK58_RS13020 (WP_035670890.1), de
AMK58_RS18225 (WP_079284972.1), de AMK58_RS17905 (WP_035679196.1), de AMK58_RS22800 (WP_035679514.1), de
AMK58_RS26030 (WP_0511D919.1) y de PcaV dstreptomyces coelicolok3 (NP_630777.1). El alineamiento mdltiple se

realizd con el programa Clustal Omeg@ color negro y en gris se indican las regiones del alineamiento con 100% de identidad y
100% de similitud, respectivamentg fueron resaltadas utilizando el servidor bioinformatico Multiple Align Show
(http://www.bioinformatics.org/sms/index.html

91


http://www.bioinformatics.org/sms/index.html

Figura C9. Cinética de crecimiento de cepasAdérasilensen medio minimo con malato o con
gluconato

MMAB con malato
25 —e— A. brasilense Sp7
MMAB con gluconato .
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—o— A. brasilense 2114
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DOGDO

—o— A. brasilense 2112
o . brasilense 2113
o . brasilense 2114

o— A. brasilense 2115

0 10 20 30 40 50
Tiempo de crecimiento en horas

Figura C9. Cinética de crecimiento de las cepas Sp7, 2112, 2113, 2114 y 2115 en medio minimo con malato o con gluconato
como fuente de carbonolas cepas se crecieron en MMAB con 37 mM de malaton 37 mM de gluconato como se describid
en material y métodos. El crecimiento fue monitoreado midiendo kaold€l cultivo cada dos h durante un periodo de 32 h. Los
datos corresponden a la media de los valores de dos ensayos independientes cazdimpgicas y las barras de error
representan la desviacién estandar.
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Figura C10. Plasmidos construidos en este trabajo
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Plasmidos construidos en este trabajo (otinuacién)

pJB3mibR-libR
PGEXGST-IibR

9842pb

5610 pb

pGEXGST-mibR

5460 pb

Figura C10. Plasmidos construidos en este trabaj&e indican los sitios de restriccion para las enzimas utilizadas con
mayor frecuencia. Los sitios Unicos de restriccion se indican en negritas.
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Figura C11. Curvas de disociacion y determinacion de la eficiencia de amplificaciigulGe
gyrAy rho por RT-qPCR.
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Figura C11. Curvas de disociacion y determinacion de la eficiencia de ampliéicion deipdC, gyrAy rho por RT-gPCR.

(a) Curva de disociacion dedC. (b) Determinaidn del coeficiente de determinacion?(R eficiencia de amplificacion de

ipdC. (c) Curva de disociacion dgrrA. (d) Determinacion del coeficiente de determinacidfigiemcia de amplificacion de

gyrA. (e) Curva de disociacion deo. (f) Determinacion del coeficiente de determinacion y eficiencia de amplificacito.de

Las reacciones para la RJPCR se realizaron por triplicado utilizando DNA gendmicoAdebrasilerse Sp7. Para la
determinacion del coeficiente de determinacién y eficiencia de amplificacién agregaron 400, 40, 4 y 0.04 ng de DNA gendémico
por cada reaccién de PCR (4 diluciones seriadas por triplicado) como se indicé en material y métodos.
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Figura C12. Graficas de amplificacion dpdC, gyrAy rho obtenidas por R-GPCR.
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Figura C12. Graficas de amplificacion deipdC, gyrA y rho obtenidas por RT-gPCR. (a) Grafica de amplificacién
logaritmica degyrA de las cepaSp7, 2113, 2114 y 2115. (b) Grafica de amplificacion lineaydA de las cepas Sp7, 2113,
2114y 2115. (c) Gréafica de amplificacidn logaritmicattede las cepas Sp7, 2113, 2114 y 2115. (d) Gréfica de amplificacion
lineal derho de las cepas Sp7, 21138114 y 2115. (e) Grafica de amplificacién logaritmicapdkC de las cepas Sp7, 2113,
2114y 2115. (f) Gréfica de amplificacién linealigdCde las cepas Sp7, 2113, 2114 y 2115. Las reacciones para RGN

se realizaron por triplicado utilizando cBNle las cepas indicadas como se indico en material y métodos.
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11.2 Tablas @mplementarias

Tabla C1. Medios de cultivo bactemo utilizados en este trabajo

MEDIO DE | COMPONENTE CANTIDAD | PREPARACION
CULTIVO POR LITRO
LB 1. Peptona de caseina 10g Disolver poco a poco todos los componentes en 960 n|
2. Extracto de levadura 5¢g agua bidestilada, ajustar a un pH de 7.0 con NaOH
3. Cloruro de sodio 10g aforar a 1 litro con agua bidestilada y esterilizar a 15 Ib
20 minutosAlmacenar a 4°C.
LB 1. Peptona de caseina 10g Disolver poco a poco todos los componentes en 960 ml
modificado | 2. Extracto de levadura 5¢g agua bidestilada, ajustar a un pH de 7.0 con NaOH 1 N
3. Cloruro de sodio 59 afora a 1 litro con agua bidestilada y esterilizar a 15 Ib
4. Cloruro de calcio 0.367 g 20 minutosAlmacenar a 4°C.
5. Sulfato de magnesio 0.616 g
SOC 1. Peptona de caseina 209 Disolver poco a poctodos los componentes en 960 ml d
2. Extracto de levadura 5¢g agua bidestilada, ajustar a un pH de 7.0 con NaOH 1 N
3. Glucosa 20 mM aforar a 1 litro con agua bidestilada y esterilizar a 5 Ib p
4. Cloruro de sodio 10 mM 30 minutosAlmacenar a 4°C.
5. Cloruro de potasio 2.5 mM
6. Cloruro de magnesio 10 mM
MMAB con | 1. Acido malico 59 Preparar el componente 7 en soluciéf%il el componentg
malato 2. Fosfato de potasio monobasico 8 al 1%, el componente 9 al 0.2% y el componente 10 al
(KH,PQy) 0.87¢g (todos de manera separada en agua bidestilada) y po
3. Fosfato de potasio dibasico lado, preparar una solucién de oligoelementos concet
(K:HPQy) 1.67¢g 100 veces (100X) disolviendo cada uno de los compons
4. Sulfato de magnesio heptahidratado 11-15 (todos en una misma solucién 100 veces mas d
(MgSQO,. 7H,0) 0.2¢g cantidad especificada por litro de medio) y esterilizar tg
5. Cloruro de sodio (NaCl) 0.1g las soluciones a 5 Ib por 30 minutos. Por otro lado, disg
6. Hidréxido de potasio (KOH) 409 los componentes -& (medio base) en 970 ml de ag
7. Cloruro de calcio dihidratado bidestilada, ajustar a un pH @63 con KOH al 10%, afora
(CaCh.H,0) 0.02g a .991 ml con agua bidestilqda y esterilizar a 5 |b por
8. Cloruro férrico (FeG) 0.01g minutos. Dejar enfriar el m_egdlo base a temperatura amb
9. Molibdato de sodio dihidratado y, en con_qlcmnes de esterilidad, agregar 1 ml de qua u
(NaMoQ,.2H,0) 2.0mg Ia_s soluciones de los componentes_Y', 8, 9 y dellzion de
10. Cloruro de amonio (NKCI) 109 %L?]c;cilsrr]r;n;czsog 5 ml de la solucién del componente
11. Sulfatode manganeso (MnSP 2.1 mg '
12. Acido bérico (HBOs) 2.8 mg
13. Sulfato de cobre pentahidratado
(CuSQ.5H;0) 0.04 mg
14. Sulfato de cobalto heptahidratado
(CoSQ.7H0) 0.04 mg
15. Sulfato de zinc heptahidratado
(ZnSQ. 7TH;0) 0.24 mg
MMAB con | 1. Acido glucénico 8.18¢g Preparar el componente 6 en solucion al 2%, el compor|
gluconato 2. Fosfato de potasio monobésico 7 al 1%, el componente 8 al 0.2% y el componente 9 al
(KH,PQy) 0.87¢g (todos de manera sepda en agua bidestilada) y por of
3. Fosfato de potasio dibasico lado, preparar una solucion de oligoelementos concet
(K:HPQOy) 1679 100 veces (100X) disolviendo cada uno de los compong
4. Sulfato de magnesio heptahidratado 10-14 (todos en una misma solucion 100 veces mas
(MgSQ,. 7H,0) 0.2¢g cantidad especificada por litro de medio) y esgeniltodas
5. Cloruro de sodio (NaCl) 0.1g las soluciones a 5 Ib por 30 minutos. Por otro lado, disg
6. Cloruro de calcio dihidratado los componentes-3 (medio base) en 970 ml de ag
(CaCb.H0) 0.02¢g bidestilada, ajustar a un pH de 6.8 con KOH al 10%, af
7. Cloruro férrico (FeG) 0.01¢g a 991 ml con agua bidestilada y esterilizar a 5 Ib pol
8. Molibdato de sodio dihidratado minutos. Dejaenfriar el medio base a temperatura ambig
(NaMoQ,.2H;0) 2.0 mg y, en condiciones de esterilidad, agregar 1 ml de cada u
9. Cloruro de amonio (NKCI) 109 las soluciones de los componentes 6, 7, 8 y de la soluci
10. Sulfato de manganeso (MngO 2.1 mg oligoelementos y 5 ml de la solucion del componentg
11. Acido bérico (HBOs) 2.8 mg Almacenar a 4°C.
12. Sulfato de cobre pentahidratado
(CuSQ.5H,0) 0.04 mg
13. Sulfato de cobalto heptahidratado
(CoSQ.7H0) 0.04 mg
14. Sulfato de zinc heptahidratado
(ZnSQ.7H,0) 0.24 mg
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Tabla C2. Reactivos y soluciones utilizadas para la cromatografia de afinidad a DNA

TECNICA

Cromatoaréia de afinidad a DNA

REACTIVQ (0]
SOLUCION
Buffer TN

Buffer TE

Buffer de sonicacion

Buffer de unién/lavado

Buffer de lavado 2x B/W

Buffer de elusién

Poly dkdC

FORMULA

Tris-HCI 50
mM, pH 75
NaCl 50 mM

Tris-HCI 10 mM, pH 7.5
EDTA1 mM

Tris-HCI 10 mM, pH 7.5
EDTA1mM

NaCl 100 mM

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

Glicerol 10%

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

EDTA 1 mM

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

Glicerol 10%

PMSF 0.5 mM

Tris HCI 10 mM, pH 7.5
EDTA 1 mM

NaCl2 M

Triton X-100 0.05%

Tris HCI 25 mM, pH 7.5
EDTA 1 mM

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

Poly(dexyinosinic
deoxycytidylic) acid
sodium salt

PREPARACION

Para 100 ml: disolver 0.6057 g de Tris y 0,292 g
NaCl en 95 ml de agua bidestiladgiistar a pH 7.5
con HCl y aforar a 100 mEsterilizar a 15 Ib por 2(
minutos.

Para 50 mt disolver 0.06057 g de Tris y 0.01861 g
EDTA en 45 ml de agua bidestilada, ajustar a pH
con HCI y aforar &0 ml con aguaEsterilizar a 15
libras por 20 minutos. Almacenar a temperat|
ambiente.

Para 50 mt pesar 0.06057 g de Tris, 0.01861 g
EDTA, 0.292 g de NaCl, 0.00771 g de detiotrei
(DTT), 0,0476 de MgGIDisolver los componentes €
40 ml de agua bidestilada, agregar 5 ml de glic
puro y 25 jide Triton X100, ajustar el pH a 7.5 co
HCI 1 N, aforar la solucién a 50 ml y esterilizar con
filtro con tamafio de poro de 0.4 pum. Al momento

ensayo tomar 4 ml del buffer y agregar 20 pl de

solucion stock de 100 mM de PMSF (disuelto

isoprgpanol) y 0.008 g de lisozima.

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

Para 25 mt disolver 0.0302 g de Tris, 0.0093 g

EDTAy 2.92 g de NaCl en 20 ml de agua btidada,

agregar 12.5 pl de Triton-X00 ajustar a pH 7.5 co
HCl y aforar a 25 mlEsterilizar a 15 libras por 2
minutos. Almacenar a temperatura ambiente.

Para 25 mt disolver 0.0757 g de Tris, 0.0093 g

EDTA en 20 ml de agua bidestilada, agregar 12.1
de Triton %100 ajustar a pH 7.5 con HCl y aforar a
ml. Esterilizar a 15 libras por 20 minutos. Tomar 1
del buffer para preparamda una de los buffers d
elusion y agregar 0.01168 g de NacCl para el de
mM, 0,02044 g para el de 350 mM, 0.0292 g para €
500 mM, 0,0408 g para el de 700 mM y 0.0584 g
NaCl para el de 1 M. Almacenar a temperat
ambiente.

La presentacion del Poly -dIC es en forma de un
pequefia capsula algodonosa de la que se puede
un pequeiio fragmento y colocarlo en un ty
Eppendorf de 1.5 ml. Agregar 1 ml de un buffer ¢
contiene 20 mMde fosfato de sodio y 100 mM d
cloruro de sodio, pH 7.0. Homogenizar y determina
concentracion en ng/ul de la misma forma en qug
determina la concentracion de muestras de D
(DOx260).
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Tabla C3. Reactivos y soluciones utilizadas paraugificacion de RNA de bacterias

TECNICA

Purificacion de RNA de bacterias

REACTIVO O
SOLUCION
Buffer TE

SDS 10%

Buffer de cetiltrimetil
amonio (CTAB)

Fenol puro en buffer Tris

HCI

Cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1)

Solucién de lisozima

Agua de PC (para

limpiar material)

Agua de PC estéril
(para resuspencion de

RNA)

FORMULA

Tris-HCI 10 mM pH
8; EDTA1 mM

SDS 10%

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

Ferol puro; TrisHCI
pH 8.0

Cloroformo 24 m;
alcohol isoamilico 1
ml

Lisozima 5 mg/ml

Agua bidestilada,
dietilpirocarbonato
(DEPC) al 0.1%

Agua mili Q,
dietilpirocarbonato
(DEPC) al 0.1%

PREPARACION

Para 50 mt disolver 0.06057 g de Tris
0.01861 g de EDTA en 45 ml de ag
bidestilada, ajustar a pH 8.0 con HCI y aforag
50 ml Esterilizar a 15 libras por 20 minuto
Almacenar a temperatura ambiente.

Para 20 ml: (NOTA: utilizar mascara o cubr
boca para pesprDisolver poco a poco 2 g d
SDS en 15 ml de agua bidestilada, aforar a 2
y esterilizar a 15 Ib gr 20 minutosAlmacenar
a temperatura ambiente.

Para 20 mt Disolver poco a poco 2,336 g (¢
NaCl en 15 ml de agua bidestilada, coloca
solucién en bafio Maria@b°C. Agitar con balg
magnética y agregar poco a poco 0.4 g de CT
hasta disolver completamente. Ajustar
volumen a 20 ml con agua bidestilag
Esterilizar a 15 Ib durante 20 miAlmacenar a|
temperatura ambiente.
Para 100 mt Descongelar el fenol en baf
Maria a 65°C, tomar 20 ml y colocarlo en frag
ambar (si el fenol estd en forma de crista
pesar 20 g de fenol), agregar 20 ml de a
bidestilada estéril, colocar un agitar magnétic
agitar por 2 horas, dejar que se separe la
organica de la fase acuosa (puede llevar 3 h
0 mas), retirar el agua de la parte superig
agregar 20 ml de buffer TidCl 0.5 M pH 8.0
esteéril, agitar por 2 horas, dejar que se sep
las fases, retar el buffer de la parte superior
agregar 20 ml de buffer TriidCl 0.1 M pH 8.0
estéril, agitar por 2 horas (no retirar el buffer
almacenar a 4°C protegido de la luz.

Para 25 ml: con una probeta medir 24 ml ¢
cloroformo puro y agregar 1 ml de alcoh
isoamilico.Almacenar a temperatura ambient
Para 1 ml Preparar al momento del ensay
pesar 0.005 g de lisozima en un tubo Eppein
estéril, agregar 1 ml de buffer TE y homogeni
con vortex.

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

TECNICA REACTIVO O FORMULA PREPARACION
SOLUCION

© Buffer Z NaeHPQi 60 mM Para 100 ml: Pesar 0.8517 g de BHPO;y

) NaHPOy 40 mM 0,5519 g de NatPQy, 0,0745 g de KCl 'y 0,024

_g KCl 10 mM g de MgSaQ. Disolver todos los componentes

= MgSQ:1 mM 90 ml de agua bidestilada, ajustar el pH a 7

@ pH 7.0 aforar a 100 ml.Esterilizar a 15 Ib por 2

% minutos.

@ SDS 0.1 % SDS 0.1% Para 20 ml: disolver 0.02 g de SDS en 15 ml

@ agua bidestilada, aforar a 20 ml y esterilizar g

Ib por 20 minutos.

-

O Solucion sustrato ONPG Q-nitrofenil- Para 2 ml: Dilsolver 0.016 g de ONPGO¢
b-D-galactosido) 8 nitrofenil-b-D-galactosido) en 2 ml de buffer ¢
mg/ml fosfatos preincubado a 37 °C y mantener a 3

o) hasta el momento del ensayo. Para disolve

© ONPG es necesario homogenizar el ty

constanterante manteniendo la mezcla a 37

© (NOTA: preparar solo la cantidad que

__ necesitara en el momento del ensayo).

= Solucion de paro Carbonato de sodic Para 30 mt Dilsolver poco a poco 3,179 g ¢

— (N&CGs) 1 M NaCOsen 25 ml de agua bidestilada, afor&0a

— ml y esterilizar a 15 Ib por 20 minutos.

(@)

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

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

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

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

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

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

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

Materials and methods
Bacterial strains and growth conditions

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

Extraction of DNA and techniques for DNA
manipulation

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

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

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

Amplified ribosomal DNA restriction analysis
(ARDRA)

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

Relerence

PCR conditions

Target DNA (product length)

Sequence §5'-3'

Primer name

This study

5 min; 95 %C 1 ming 70 *C

05 #C

hisC2 (2571 bp)
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Genus Azospirilfum TDNA 165—DNA 235 internal spacer region

Baudoin et al. (2010)

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

GOOGCATCCCTTCTCACGOG

GCTTGCOGCCACGCGCAGG

fAZO
TAZO

Baudoin et al. (20010)

1 min: 72 °C 1 min {12 cycles)

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

5 min

PCR of ipdC, hisCI, and hisC2 genes

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

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

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

Phylogenetic analysis

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

107



Antonie van Leeuwenhoek (2015) 107:1501-1517

1507

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

 rerempetnb e

750
o
I M

T

1213 14 15 16

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

hAzowpirilium brasileree 420
e Azospieillum brasilense 15-28

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

3
i pirititm cearenim SW{NR_074105.1)

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

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

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

ﬂmhﬂmanpﬁr ]ngd [ IJI'I‘I.hﬁb

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

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

20

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

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

Determination of IAA production by Azospirillum
strains

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

I h WV 10Scha (NC

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

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

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