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RESUMEN

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV) se han convertido en grandes
candidatas para el mejoramiento de la metodologia agricola y el aprovechamiento de
recursos biologicos propios del suelo que permiten la implementacion de la agricultura
sostenible. Se han clasificado multiples géneros bacterianos con caracteristicas
promotoras como Pseudomonas donde destacan mejoras en el rendimiento y calidad
de las plantas. Especificamente, se ha evidenciado mejoras en condiciones de
estrés, cualidad que ha sido descrita y atribuida a la produccién enzimaética de acido
l-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa, codificada por el gen acdS.
En el presente trabajo, este gen fue analizado por herramientas bioinformaticas en el
género Pseudomonas, evidenciando que multiples especies y cepas son potencialmente
productoras de esta enzima al tener grandes fragmentos del gen, pero tienen mayor
similitud en especies tales como P. palleroniana, P. fluorescens y P. brassicacearum.
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Bioinformatic analysis of the ACC deaminase
enzyme within the genus Pseudomonas.

ABSTRACT

Plant growth promoting bacteria (PGPB) have become great candidates for the
improvement of agricultural methodology and the use of the soil’s own biological
resources that allow the implementation of sustainable agriculture. Multiple bacterial
genera have been classified with promoter characteristics such as Pseudomonas,
where improvements in the yield and quality of the plants stand out. Specifically,
improvements have been evidenced under stress conditions, a quality that has been
described and attributed to the enzymatic production of 1-aminocyclopropane acid
-1-carboxylate (ACC) deaminase encoded by the acdS gene. In the present work,
this gene was analyzed by bioinformatics tools in the bacterial genus Pseudomonas,
showing that multiple species and strains are potential producers of this enzyme as
they have large fragments of the gene but have greater similarity to species such as P,
palleroniana, P. fluorescens and P. brassicacearum.

KEYWORDS: Plant growth promoting bacteria, Bioinformatic, ACC deaminase,
Pseudomonas
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INTRODUCCION

Durante la ultima década, ciertas activi-
dades humanas relacionadas con el ma-
nejo de la agricultura ampliamente in-
tensificadas y extendidas, han generado
condiciones particulares que han reper-
cutido gravemente en la productividad
de la misma (1). En estas condiciones
se incluyen factores biodticos y abidticos
como fitopatdgenos, sequia, salinidad,
compactacion, entre otros. Estos efectos
son generados por practicas como uso
excesivo de fertilizantes quimicos, mo-
nocultivo, manejo inadecuado del riego
y consecuencias del cambio climatico,
que finalmente, inducen mecanismos
de estrés en las plantas que inhiben el
crecimiento, deteriorando la salud y el
rendimiento de estas (2).

El estrés como problematica que redu-
ce la productividad de cultivos limita
el cumplimiento del abastecimiento de
alimentos a nivel mundial, ademas de
las pérdidas econdmicas que se generan
en el sector como consecuencia. Es esto
por lo que radica la importancia en el
desarrollo de estrategias que induzcan
tolerancia en la respuesta general de
estrés, al tiempo que se recupera y pro-
mueve la agricultura sostenible. Dentro
de las alternativas actuales se destacan:
el reconocimiento y uso de especies de
plantas mas tolerantes, la modificacién
genética de éstas y el aprovechamiento
del microbioma que expresa mecanis-
mos contra el estrés, proporcionado por
algunas bacterias promotoras de creci-
miento vegetal (BPCV)(3-5).

Ii

En este ultimo método se utilizan g¢-
neros y especies ya establecidos como
Acidithiobacillus ferrooxidans, Bacillus
circulans, Bacillus edaphicus, Bacillus
mucilaginosus, Burkholderia, Paeniba-
cillus sp y Pseudomonas sp con sus res-
pectivos mecanismos, con la finalidad
de colonizar la zona radicular de manera
eficiente y proveer servicios a sus hos-
pederos o lograr la expresion genética
directamente en la planta. Uno de los
principales mecanismos que controlan
respuestas generales en la planta es la
sintesis de moléculas que las estimulan
y regulan hormonalmente (6).

Especificamente, el 4cido 1-aminociclo-
propano-1-carboxilato (ACC) desami-
nasa 0 ACC desaminasa es una enzima
sintetizada por varias BPCV, su carac-
teristica como regulador hormonal se
da al inhibir la produccion de etileno,
molécula conocida como “hormona del
estrés”. En el mecanismo observado en
la figura 1 se describe la interaccion de
las BPCV vy las raices de las plantas en
la sintesis de etileno desde el aporte de
acido indol acético por las bacterias y la
estimulacion de este a la enzima ACC
sintetasa para la formacion de ACC
proveniente de S- adenosil- metionina,
el ACC puede sintetizar etileno por la
enzima ACC oxidasa de la planta o ser
captada por microorganismos donde la
ACC desaminasa es responsable de la
escision en amonio y o cetobutirato,
evitando que se sintetice la otra via ge-
nerando una respuesta de estrés innece-
saria y perjudicial para la planta. (7,8)
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Actualmente, se ha demostrado que
los tratamientos de semillas y raices
con BPCV productoras de ACC des-
aminasa reducen el dano causado por
fitopatogenos incluidos Agrobacte-
rium tumefaciens, Agrobacterium Vvitis,
Erwinia carotovora, Fusarium oxys-
porum, Pythium ultimum, Rhizoctonia
solani y Sclerotium rolfsii en una am-
plia gama de cultivos (9,10) e inducen
resistencia de las plantas en suelos sali-
nos (11), en condiciones de sequia (12)
y presencia de metales pesados (13).

La produccion de ACC desaminasa
depende de la expresion del gen acdS
identificado en multiples especies bac-
terianas pertenecientes a seleccionados
géneros de BPCV mencionados con
anterioridad. Dentro de estos, el géne-
ro Pseudomonas ha sido reconocido por
tolerar ambientes de estrés y mejorar el
crecimiento y productividad de culti-
vos bajo estos (14), caracteristica con-
firmada taxondémicamente al evaluar
microorganismos productores de ACC
desaminasa y detalladamente la presen-
ciay expresion del gen acdS en especies
como Pseudomonas putida y Pseudo-
monas fluorescens (15).

El presente trabajo tiene como objeti-
vo llevar a cabo mediante herramientas
bioinformaticas el analisis del gen acdS
codificante para ACC desaminasa den-
tro del género Pseudomonas, su variabi-
lidad entre especies y estructura.

Iﬁ

MATERIALES Y METODOS
Identificacion del gen

Se realiz6 la busqueda “acdS” hacien-
do uso de la base de datos disponible
de GenBank (https:/www.ncbi.nlm.
nih.gov/genbank/) (16) del Centro Na-
cional para la Informacion Biotecnolo-
gica (NCBI) se optimiz6 la busqueda a
proteobacterias y por ultimo al género
Pseudomonas.

Alineamiento del gen acdS para Pseu-
domonas

Con la herramienta bioinformadtica
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi) (17) de NCBI se ejecuto el
alineamiento del gen acdS dentro del
género Pseudomonas sp. y se escogie-
ron especies con identidades mayores
al 80%. Posteriormente, con estas espe-
cies se realizd un alineamiento multiple
general haciendo uso de Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clus-
talo/) (18) herramienta desarrollada por
el Instituto Europeo de Bioinformatica
(EBI) del Laboratorio Europeo de Bio-
logia Molecular (EMBL), se evalu6 la
similaridad entre las especies y un acer-
camiento al arbol filogenético que pro-
porciona esta herramienta

Alineamiento multiple y analisis filo-
genético

Se realiz6 la construccion y el analisis
de las relaciones filogenéticas haciendo
uso de la herramienta Phylogeny (ht-
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tps://www.phylogeny.fr/) (19) pertene-
ciente al servicio de Métodos y Algo-
ritmos para Bioinformatica (MAB) del
Laboratorio de Informatica, Robdtica y
Microelectronica de Montpellier (LIR-
MM)

Estructura proteica

Se realizé la extraccion de la estructu-
ra proteica ya identificada en Protein
Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.
org/) (20), base de datos con la funcion
de recopilar estructuras 3D de multiples
moléculas bioldgicas perteneciente al
“Research Collaboratory for Stuctural
Bioinformatics” (RCSB). Posterior-
mente, fue introducida al programa Ras-
mol para su analisis estructural.

Resultados y discusion

La secuencia de nucledtidos del Gen
acdS presentado en formato FASTA a
continuacidn fue extraido de la base de
datos de NCBI con ID MN232215.1
en GenBank, es el caracterizado para el
género Pseudomonas sp. cepa Q1. Esta
secuencia cuenta con 1017 nucle6tidos
y codon de inicio y terminacion integra-
do. Esta descripcion fue escogida como
base de los resultados proximos ya que
contaba con secuencias codificantes
completas a diferencia de los descritos
para especies y cepas especificas dentro
del mismo género y otros microorganis-
mos.

A partir de la secuencia encontrada, se
evidencid que el género de interés es

Ii

codificante para el gen acdS y que es
potencialmente productor de ACC des-
aminasa, lo cual hace parte de sus ca-
racteristicas principales como BPCV
(21,22). Sin embargo, es de suma im-
portancia el reconocimiento de especies
concretas para el entendimiento de las
interacciones del suelo y para el poten-
cial en la produccion agroindustrial. Es
esto por lo que, a través de la herramien-
ta BLAST, se realizo6 la alineacion de la
secuencia anterior con el fin de identifi-
car el porcentaje de identidad como se
evidencia en la tabla 1.

Se seleccionaron 10 especies clasifica-
das dentro del género, especificadas en
BLAST con el genoma completo o se-
cuencias codificantes completas y con
porcentaje de identidad superior al 80%.
A pesar de que genéticamente se podria
afirmar que por lo menos 10 cepas de
diferentes especies dentro del género
Pseudomonas son potencialmente pro-
ductoras de ACC desaminasa, se nece-
sita evidencia que confirme la actividad
genética en el ambiente de la rizosfera,
una de las mayores problematicas.

En condiciones practicas no se encuen-
tra respaldo de todas las especies nom-
bradas, los reportes de la extraccion del
genoma de suelos y la posterior identi-
ficacion microbiana y del gen son casi
inexistentes, especificamente dentro del
género Pseudomonas solo se ha carac-
terizado de la rizosfera a P. entomophila
PS-PJH como portadora del gen (23).
Por otro lado, las investigaciones res-
tantes atribuyen la produccion de esta
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enzima por ensayos en condiciones de
estrés en presencia de microorganismos
previamente caracterizados donde la
respuesta es positiva comparativamente
(24), como es el caso de la evaluacion
simbiotica de P. putida UW4 y un hon-
go en condiciones salinas (25).

Para la comparacion entre los fragmen-
tos pertenecientes a las especies men-
cionadas se realizé el respectivo alinea-
miento multiple en Clustal, el cual fue
utilizado como herramienta bioinforma-
tica que permitio identificar con mayor
detalle las diferencias del gen en cada
secuencia de ADN para cada una de las
cepas escogidas con anterioridad. Te-
niendo en cuenta que el alineamiento
contiene 10 secuencias de entre 1013 y
1017 nucleotidos este tuvo aproximada-
mente 271 alineaciones identicas princi-
palmente en el comienzo y en medio de
la secuencia, sin embargo, se evidencian
diversos tipos de modificaciones en las
bases nitrogenadas pero principalmente
en la longitud de la mayoria de fragmen-
tos por la insercion de nucleétidos en P,
thivervalensis 'y “gaps” en P. syringae.

Lo anterior es observado en el clado-
grama de la figura 2, como era de es-
perarse por la identidad del 99% de P.
palleroniana arrojada por BLAST, este
fragmento perteneciente a dicho orga-
nismo muestra mayor cercania y es la
unica que se encuentra dentro del mis-
mo clado del gen. Por la misma linea
filogénetica se encuentran ambas cepas
de la especie P. fluorescens sin ninguna
diferencia entre ellas y P. brassicacea-

Iﬁ-

rum, multiples especies con porcentajes
de identidad mayores al 90% como se
destaco en la tabla 1. Por otro lado, el
resto de especies con sus respectivas ce-
pas se ubican en otro clado y son pun-
teadas mas alejadas lo que confirma el
porcentaje de identidad menor, excep-
tuando el caso de P. thivervalensis de la
que se esperaba mayor cercania filogé-
netica para este fragmento en especifico
por su porcentaje de identidad superior.
Los resultados de Phylogeny en la re-
presentacion del arbol observado en
la figura 3 coincide con la presentada
anteriormente en algunos aspectos, sin
embargo, es mucho mas excluyente fi-
logenéticamente con las especies P. thi-
vervalensis y P. syringae y ubica dentro
de la misma linea filogenética los otros
ocho fragmentos teniendo solo dos cla-
dos principales, pero con la misma 16gi-
ca de la estructura de Clustal.

Estructuralmente esta proteina esta defi-
nida desde el 2004 donde utilizaron di-
fraccion de rayos X para el modelamien-
to tomada de PDB, este esta reportado
con multiples sustratos y pertenecientes
a varios organismos. Para la inclusion a
este articulo fue tomada especificamen-
te la estructura reportada para Pseudo-
monas como se evidencia en la figura 4,
aunque esta no especifica de que especie
0 cepa es perteneciente.

Para la observacion y analisis mas deta-
llado, se utilizé la herramienta Rasmol
donde se introdujo la estructura anterior.
De manera descriptiva, es clasificada
como una enzima hidrolasa con 10083
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atomos, 10351 enlaces, 1327 grupos y
12 cadenas destacados en la figura 5.

Se conoce que la interaccion de la en-
zima con la ACC se da principalmente
por la apertura del anillo de ciclopro-
pano de ACC. En esta interaccion esta
involucrado el nucleodfilo de la enzima
conocido como Tyr294 donde se ven
comprometidos 48 atomos sefialados de
color verde en la figura 6, este funciona
como un 4cido para la accion del piri-
doxal 5’-fosfato, molécula dependiente
de esta enzima (26).

Se debe ampliar la parte estructural don-
de se involucren los cambios de cada se-
cuencia de especies bacterianas asegu-
randose si estos logran interferir en la
estructura e influir en las interacciones
que finalmente pueden afectar positiva
o negativamente la respuesta esperada.

CONCLUSIONES

A través de herramientas bioinformati-
cas se pudo evidenciar el potencial del
género Pseudomonas como productor
de la enzima ACC desaminasa, ya que
multiples especies tienen el gen acdS
dentro de su genoma y cercania filoge-
nética, se destacaron principalmente P
palleroniana, P. fluorescens y P. brassi-
cacearum. Se logré ademads sefialar par-
tes importantes dentro de la estructura
que permiten la interaccién con la mo-
lécula precursora del estrés en plantas
(ACO).

Iﬁ

Por ultimo, se recomiendan mas estu-
dios enfocados en la deteccidon de genes
en campo, ademas de su respectiva de-
mostracion de su forma activa, es im-
portante aclarar que el modelamiento
proteinico provee parte de las interac-
ciones moleculares, pero este es varia-
ble segln la secuencia, y como se ha
evidenciado a lo largo de este articulo
estas secuencias tienen modificaciones
incluso dentro de organismos del mis-
mo género, en este caso Pseudomonas.
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TABLAS

Tabla 1: Porcentaje de identidad del gen acdS en multiples especies de Pseudomonas

1905878-1906851

Microorganismo Cepa Codigo de acceso Porcentaje
(especie) (GenBank) de identidad

Pseudomonas sp. Ql MN232215.1 100%

Pseudomonas palleroniana MAB3 CP025494.1: 99,02%
133977-134993

Pseudomonas thivervalensis PLM3 CP022202.1: 93,61%
1815125-1816141

Pseudomonas fluorescens FR1 CP025738.1: 93.61%
4135924-4136940

Pseudomonas fluorescens F113 CP003150.1: 93.61%
4112465-4113481

Pseudomonas brassicacearum | LBUM300 CP012680.1: 93,12%
2962428-2963444

Pseudomonas putida AM15 EF011160.1: 87,18%
1-1013

Pseudomonas putida Uw4 AYS823987.1: 87,18%
1-1013

Pseudomonas azotoformans P45A CP041236.1: 86,98%
2433206-2434218

Pseudomonas syringae USAOI11 CP045799.1: 81,68%

ﬁ
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FIGURAS
Figura 1: Interaccion molecular de ACC desaminasa proveniente de BPCV en la
inhibicion del etileno en plantas. Claves: ACC: Acido 1- aminociclopropano 1- car-

boxilato, AIA: acido indol acético, SAM: S- adenosil- metionina, a-CB: a- cetobuti-
rato. Adaptada de: (27).
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Figura 2. Cladograma de Clustal para la alineacion multiple de los fragmentos del
gen acdS en multiples especies de Pseudomonas.

— P.putidaAM15 0.00134
P.putidaUW14 0.00064
P.azotoformans 0.05993

—: P.thivervalensis 0.08839
P.syringae 0.09436
—— Gen 0.00505
_— P.palleroniana 0.00478

—: P.fluorescensFR1 0
P.fluorescensF113 0

P.brassicacearum 0.01394

I 34 MICROCIENCIA Investigacion, Desarrollo e Innovacion, Vol 9 - 2020



Figura 3. Cladograma de Phylogeny para la alineacion multiple de los fragmentos
del gen acdS en multiples especies de Pseudomonas.
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Figura 4. Estructura proteica para ACC desaminasa de Pseudomonas. Tomada de
Protein Data Bank (26)
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Figura 5. Estructura
de ACC desaminasa y
demostracion de sus
principales caracteris-
ticas. a: Estructura con
seleccion de atomos,
b: Estructura con se-
leccion de grupos, c:
Estructura con selec-
cién de cadenas

Figura 6. Seleccion de nucleofilos
en la estructura proteica de ACC
desaminasa
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