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RESUMEN.

Azospirillum brasilense es una bacteria fijadora de nitrégeno, la cual ha sido
empleada como un inoculante bacteriano en todo el mundo, por su efecto benéfico
sobre las plantas hospederas como maiz, trigo, sorgo, arroz entre otras. Debido a
multiples mecanismos, los cuales se proponen son los responsables de generar un
mejor estado nutricional de las plantas, estos mecanismos incluyen efectos directos
sobre el metabolismo vegetal, al aportar nutrientes (hierro, fosforo y nitrégeno) y
sintetizar moléculas con actividad de fitohormonas (auxinas, citoquininas, giberelinas,
oxido nitrico), 6 efectos indirectos como un antagonismo frente a fitopatégenos y un
aumento de la resistencia a patégenos. Para ello, la bacteria debe de contener una
serie de genes que participen en el control de una colonizacion exitosa de la raiz de la
planta, como lo son la quimiotaxis y la formacién de biopelicula.

En A.brasilense se han descrito varios genes que codifican para proteinas involucradas
en la sintesis y degradacion del segundo mensajero di-GMPc, el cual controla
funciones claves como la formacién de biopelicula y la movilidad bacteriana los cuales
participan de manera activa en la colonizacién de los tejidos del hospedero. En este
estudio analizamos la expresion y funcion del gen cdgD. Este gen se expresa tanto en
bacterias que crecen en condiciones planctonicas, como en condiciones de formacién
de biopelicula, lo cual fue determinado por ensayos de qRT-PCR. Ademas se observéd
una expresion diferencial del gen cdgD cuando se agregd al medio minimo fuentes de
nitrogeno diferentes (nitrato de potasio o cloruro de amonio). Para confirmar los valores
obtenidos por medio de gRT-PCR, se realizé una fusién transcripcional utilizando el
promotor de cdgD fusionado a un gen que codifica una proteina autofluorescente
(mCherry) generando la cepa (FPDm1), obteniendo valores similares a los obtenidos
por gRT-PCR.

La cepa FPDm1 posteriormente fue utilizada para analizar la expresion génica en
asociacion con raices de trigo en condiciones hidroponicas y utilizando suelo como
sustrato. De manera interesante observamos que cdgD se expresa en ambas
condiciones, la expresion fue analizada por microscopia de barrido laser confocal
(CLSM). Por otra parte se realizd un analisis bioinformatico de la estructura de la
proteina CdgD para detectar posibles mecanismos que pudieran estar controlando las
funciones de DGC/PDE. Por ultimo se implementé una metodologia novedosa, para
poder cuantificar los niveles intracelulares del segundo mensajero di-GMPc en las
cepas WT, 12-A, C56A y C40A.



SUMMARY.

Azospirillum brasilense is a nitrogen fixing bacterium, which has been employed

as inoculant world-wide for its beneficial effect on host plants owed to multiples
mechanisms, are responsible of a better nutritional status of plants such as corn, wheat,
sorghum, rice among others. These mechanisms include direct effects on plant
metabolism, by providing nutrients (iron, phosphorus and nitrogen, for example) and
synthesizing molecules with phytohormone activity (auxins, cytokinins, gibberellins,
nitric oxide), or indirect effects such as an antagonism against phytopathogens and
increased resistance to pathogens. To this end, the bacterium has to contain an array of
genes participating in controlled of a successful colonization to plant, such as
quimiotaxis and biofilm formation, which are the initial steps for the beneficial effects
observed in plants of agronomic interest. In A. brasilense has been described occurs
several genes encoding for proteins involved in biosynthesis and degradation of the
second messenger cyclic-di-GMP, which controls key functions such biofilm formation
and motility in bacteria and actively could participate in colonization to host-tissues. In
this study we analyzed the expression and function of the cdgD gene. The cdgD gene
was expressed both in cell growing under planktonic and biofilm conditions as
determined by the gRT-PCR assay. In addition, it was observed a differential expression
when the nitrogen source (potassium nitrate or ammonium chloride) was added to
minimal media.
A transcriptional fusion using the promoter fused to a gene encoding for an
autofluorescent protein (FPDm1), and subsequently used to analyzed the gene
expression both under abiotic conditions as well as in association with wheat roots,
under hydroponic and soil conditions. Interesting, the gene is expressed under both
conditions as analyzed by Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM). On the other
hand, a bioinformatic analysis of the structure of the CdgD protein was carried out to
detect possible mechanisms that could be controlling the functions of DGC/PDE. Finally,
a novel methodology was implemented in order to quantify the intracellular levels of the
second messenger di-cGMP in strains WT, 12-A, C56A and C40A.



1. INTRODUCCION.

Debido al aumento de la poblacion mundial, es de vital importancia, desarrollar
nuevas tecnologias que nos permitan enfrentar los problemas de abastecimiento de
alimentos, el uso de semillas genéticamente modificadas es un tema polémico que se
encuentra en discusion a lo largo del mundo, asi también el constante deterioro de
suelos por el uso indiscriminado de agroquimicos para la obtencion de mayores
rendimientos, son los principales problemas que se presentan en la actualidad. Es por
ello que se debe de enfrentar el problema, desde un punto de vista bioetico, en donde
se obtengan mayores rendimientos en los cultivos; sin la necesidad de realizar
modificaciones genéticas a las semillas de las plantas de interés agronomico ni
tampoco deteriorar el suelo con el uso masivo de agroquimicos. Desde este punto, una
posible solucion a este problema, es el estudio de la rizésfera y de la inmensa
interaccion de los microorganismos presentes en el suelo con las raices de las plantas,
reflejados en efectos benéficos hacia la planta, como la obtencién de plantas con un
estatus nutricional mejor y por consecuencia mejores rendimientos en los cultivos y al
mismo tiempo manteniendo los ecosistemas y la biodiversidad de especies que se
encuentran en éstos. A estas bacterias que favorecen el crecimiento vegetal, se les
denomina Plant Growth Promoting Bacterias “PGPB”, las cuales fueron referidas
inicialmente por Kloepper y Schroth en 1978 para describir bacterias del suelo que
colonizan la rizésfera de las plantas, y que son organismos capaces de aumentar el
crecimiento de las plantas.

En el desarrollo de biofertilizantes a base de microorganismos presentes en el suelo y
que favorecen el crecimiento vegetal, se han identificado una gran variedad de
bacterias que cumplen con esta funcién, dentro de las cuales se encuentran los
géneros: Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter,
Alcaligenes, Gluconacetobacter, Burkholderia, Bacillus y Serratia (Saharan & Nehra,
2011). Los mecanismos descritos, por los que estas bacterias pueden brindar un efecto
benéfico a las plantas se dividen en directos, los cuales modifican el estado nutricional
de la planta mediante la solubilizacién de fosfatos, fijacion de nitrégeno, producciéon de
sideréforos y fitohormonas (de Souza et al., 2015) y otros que actuan de manera
indirecta, favoreciendo la colonizacion de la planta mediante la actividad antifungica e
induccion de la resistencia sistémica. Es importante resaltar, que el efecto benéfico, es
producto de varios mecanismos que se llevan a cabo en conjunto y no es el resultado
de un factor, los cuales pueden actuar de manera sincronizada y secuencialmente
(Bashan & de Bashan, 2010). Por tanto, es importante el estudio de las bacterias
presentes en la rizésfera y la interaccion con las raices de las plantas, asi como los
mecanismos que pudieran favorecer una mejor interaccion con las raices, con el
objetivo de poder desarrollar nuevas estrategias, que nos permitan poder tener una



mejor interaccion planta-raiz y que esto resulte en un mayor rendimiento en la
produccion de alimentos, sin la necesidad de recurrir al uso de agroquimicos que
dafien el suelo o al uso de semillas genéticamente modificadas, que pongan en riesgo
el equilibrio de los ecosistemas y la biodiversidad.

1.1. RIZOSFERA.

La rizosfera es una region del suelo, que se caracteriza por la cercania con las
raices de las plantas, se estima que son escasamente de 3 a 5 milimetros de capa de
suelo (Lugtenberg et al., 2009), cuya actividad biolégica es influenciada por las raices
de las plantas. Esta regién se caracteriza por la presencia de exudados radiculares,
agua, minerales y microorganismos, los cuales afectan los procesos quimicos de los
suelos y provocan efectos nocivos o benéficos a las plantas (de Fatima, 2016). La
comunidad de la rizésfera consiste en una microbiota: bacterias, actinomicetos, hongos
y algas, también presenta una micro y mesofauna: protozoos, nematodos, insectos y
acaros (Mendes et al., 2013). La micro y mesofauna en el proceso de descomposicion
en ecosistemas, contribuyen significativamente con el catabolismo de sustancias
nocivas en la rizosfera.

Carbon
(exudados 1
Radiculares) PGPR

Seiales (ej. Fitohormonas)

Patégeno

Figura 1: Esquema de los componentes presentes en la rizosfera (A) Interacciones planta - bacteria en la rizésfera
(Steciow, 2014). (B) Foto rizésfera (Dr. Gil Virgen, CUCBA).

En la rizosfera, las bacterias en asociacion con las raices forman comunidades Unicas,
las raices de las plantas exudan carbohidratos producto de la fotosintesis, que sirven
como energia para los microorganismos, quienes en retribucion les brindan proteccion
ante organismos patdgenos y aparte solubilizan los minerales presentes en el suelo,
haciéndolos asimilables para las plantas. A cambio las plantas modifican el ambiente



rizosférico proporcionando a los microorganismos sustrato a través de los exudados de
la raiz (Lambers et al., 2009). Las plantas secretan mas de 40% de sus fotosintatos a
través de exudados radiculares (Morgan et al., 2005), en los exudados radiculares se
encuentran comunmente los siguientes compuestos (Steciow, 2014).

* Aminoacidos: Todos de ocurrencia natural

 Acidos organicos: citrico, formico, acético, etc.

e Carbohidratos: fructosa, galactita, glucosa, maltosa, etc.

* Derivados de acidos nucleicos: adenina, guanina, citosinas y uracilo.

* Vitaminas: biotina, colina, inositol, acido pantoténico

* Enzimas: amilasa, fosfatasa, invertasa, proteasa, etc.

* Fitohormonas: auxinas, entre otras.

* Otras sustancias: CO, alcohol, glutamina, acido cianhidrico, entre otras.

Mediante los exudados radiculares, se establecen diferentes interacciones
microorganismo-raiz que afectan positiva o negativamente el crecimiento de las
plantas, en el primer caso se encuentran: micorrizas, bacterias fijadoras de nitrégeno,
bacterias promotoras del crecimiento vegetal y agentes de control biologico; en el
segundo caso destacan todos aquellos microorganismos fitopatdgenos. Se estima que
la concentracion de bacterias es de 10 a 1000 veces mayor que en el suelo alejado de
esta zona (Barea, 2015). Estas interacciones controlan no solo el crecimiento y
desarrollo de las plantas, sino también alteran la susceptibilidad de las plantas a
enfermedades y estrés abidtico (Morgan et al., 2005).

Se estima que las bacterias presentes en la rizosfera de los distintos ecosistemas, solo
se han identificado un 8%. Un numero abrumador de estudios ha revelado que muchos
microorganismos asociados con plantas pueden tener profundos efectos sobre la
germinacion de semillas, el vigor de las plantulas, el crecimiento y desarrollo de las
plantas, la nutricion, las enfermedades y la productividad (Mendes et al. 2013).
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Figura 2: Esquema de la microbioma rizosferica (Mendes et al., 2013).



Dentro de estos microorganismos, se encuentra Azospirillum brasilense, una de las
bacterias perteneciente al grupo de PGPB, la cual ha sido bastante estudiada por sus
mecanismos de fijacién bioldgica de nitrégeno y produccion de fitohormonas (Bashan &
de-Bashan, 2010). Recientemente se ha incorporado su uso en biofertilizantes, por los
efectos benéficos que brinda hacia la planta.

1.2. Azospirillum brasilense.

En 1925 fue descrito el microorganismo Azospirillum, llamandolo primeramente
Spirillum lipoferum por Beijernck y colaboradores, pero fue hasta 1973 donde Pefa-
Cabriales y Dadbereiner lo retomaron como objeto de investigacion. La bacteria
pertenece a la subclase alfa de las proteobacterias de la familia Rhodospirillaceae, son
Gram negativas heterotroficas, de forma bacilar o vibroide con un diametro de 1.0 ym x
2.1 a 3.8 um de largo, su movilidad es en espiral y se debe a la presencia de un flagelo
polar, asi como también presenta flagelos laterales; contienen cantidades elevadas de
poli-hidroxibutirato (PHB), hasta un 50% del peso seco celular, observandose al
microscopio las células jovenes presentan abundantes granulos refringentes (Okon et
al., 1997; Young, 1992), los cuales son empleados por la propia célula como fuentes de
carbono y energia durante periodos de inanicidon e incluso son capaces de formar
quistes en condiciones muy desfavorables (Saura et al., 2003). Una de las
caracteristicas fenotipicas mas ampliamente usadas como criterio para el
reconocimiento tentativo del género Azospirillum, es el color rojo escarlata que toman
las colonias al crecer en un medio adicionado con el colorante rojo Congo (Rodriguez-
Caceres, 1982). Son bacterias quimio-organotréficas y utilizan como fuente de carbono
azucares, alcoholes, sales de acidos organicos y como fuente de nitrégeno emplean
nitrato, sales de amonio, ciertos aminoacidos; asi como también pueden fijar nitrdgeno
(Holt, 1984).

A - B

Figura 3. Microscopia electréonica de células de A. brasilense Sp245. (A) Cultivadas en medio liquido (B) Cultivadas en
medio solido.(Vanbleu, E. et al., 2017). (C) Colonias de Azospirillum brasilense Sp245 en medio minimo adicionado con rojo
congo (Laboratorio de la Interacciéon Bacteria-Planta CICM-ICUAP. Benemérita Universidad Auténoma de Puebla).



Las condiciones de baja concentracion de oxigeno son las adecuadas para el
crecimiento y multiplicaciéon de las células bacterianas, siendo dafinas las altas
concentraciones de oxigeno y condiciones anaerdbicas. La aerotaxia parece ser
especialmente importante bajo condiciones de fijacion de nitrégeno, permitiéndole a las
células de Azospirillum sp, alcanzar concentraciones de oxigeno lo suficientemente
bajas para que se active la actividad nitrogenasa, debido a que esta enzima puede
inhibirse en altas concentraciones del mismo (Barak et al., 1982)

A. brasilense es movil y presenta flagelacidon mixta. El flagelo polar es sintetizado
durante el crecimiento en medio liquido y es responsable del movimiento natatorio
(Figura 3A); mientras que los flagelos laterales intervienen en el movimiento en
“swarming” o de superficie y son inducidos durante el crecimiento en medio sélido y en
superficies (Figura 3B). La capacidad de Azospirillum de detectar compuestos quimicos
liberados por la planta y navegar hacia el sistema radicular de la planta favorece la
colonizacion de las raices de una manera exitosa. Hipétesis que se ha evidenciado al
obtener mutantes no quimiotacticas o no moviles, que son severamente alteradas en la
colonizacion de la superficie de raices de trigo.

Estudios taxonémicos de S. lipoferum condujeron a su reclasificacion en un género
nuevo, Azospirillum, donde actualmente estan incluidas 20 especies y mas de 200
cepas distintas. La especie A. brasilense fue descrita en 1978 por Tarrand vy
colaboradores y se han identificado alrededor de 10 cepas diferentes, una de ellas y la
mas estudiada después de Azospirillum lipoferum, es A. brasilense Sp245.

1.2.1. Azospirillum brasilense como PGPB.

El descubrimiento de Azospirilum como bacteria promotora del crecimiento
vegetal y su aplicacion como biofertilizante, ha permitido la obtencién de una mayor
produccion de alimentos para la demanda que se requiere hoy en dia. Azospirillum
brasilense es una bacteria aislada de un numero importante de plantas de interés
agronomico en las que se observa el efecto benéfico, entre las que se encuentran:
cereales, hortalizas, cactaceas y pastos forrajeros. El beneficio de la interaccion de
microorganismo-planta influye de manera positiva en la salud de la planta, por medio
de efectos diversos, entre los que se incluyen: mejor desarrollo del sistema radicular y
la proliferacion de pelos radiculares, lo que propicia una mejora en la absorcion de
agua y minerales del suelo, reflejado en un mayor tamano de la planta (Figuras 4 - 6).
Recientemente se ha demostrado, que los lipopolisacaridos (LPS) presentes en los
sobrenadantes de cultivos de A.brasilense 245 favorecen la formacion de callos en

explantes vegetales, utilizados en la micropropagacion de tejidos vegetales (Figura 7)
(Evseeva et al., 2017).



Se propone que el beneficio en las plantas se logra por la interaccion directa entre la
planta hospedera y el microorganismo, o bien indirectamente, debido a su actividad
antagonista contra patégenos (Evseeva et al., 2017). La estimulacion directa incluye
varios mecanismos como son la produccion de reguladores del crecimiento de las
plantas: auxinas (acido indol-3-acético AlA, acido indol-3-butirico IBA y acido fenil
acético, AFA), giberelinas, citocininas y o6xido nitrico (NO), fijacién de nitrégeno vy
produccion de sideréforos. Azospirillum brasilense, promueve el crecimiento y el
rendimiento de importantes especies de plantas agrondmicas y ecoldgicas (Okon y
Labandera-Gonzalez, 1994; Bashan y de-Bashan, 2010). A. brasilense produce
reguladores del crecimiento de las plantas principalmente acido indol-3-acético (I1AA),
que se asocia con los efectos benéficos observados después de la inoculacion (Baca &
Elmerich, 2007). Los primeros estudios mostraron que los cultivos de Azospirillum
excretan cantidades apreciables de nitrito (NO2-) producido por la respiracion del nitrato
(NOs3), (Didonet & Magalhaes, 1997). Ademas, el efecto promotor de Azospirillum en la
formacion de pelos radiculares y raices laterales se debe no solo al AlA, sino también
probablemente al NO, como lo sugirieron Zimmer y Bothe 1988. Algunos estudios
mostraron que la produccion de NO por A. brasilense Sp245 fue responsable, al menos
en parte, de los efectos sobre el crecimiento y la proliferacién de las raices (Creus et al.
2005). ElI mejoramiento en el rendimiento de plantas inoculadas con Azospirillum
brasilense, depende de un exitoso mecanismo de colonizacién, puesto que su
capacidad de adherencia a las raices vegetales permite a la bacteria establecer una
asociacion permanente con la planta, a este proceso se le conoce como formacion de
biopelicula. A. brasilense, es la mejor especie estudiada de este género, se encuentra
en estrecha asociacion con muchos cultivos importantes para la agricultura y ejerce
efectos benéficos sobre crecimiento y productividad de las plantas (Stets | et al., 2015).

Desarrollo del sistema radicular Proliferacion de pelos radicales

Sin
inoenlae Inoculado
Figura 4. Estimulacion de crecimiento de raices de maiz Figura 5. Estimulacion del crecimiento de pelos radiculares en
inoculado con A.brasilense (Caballero et al., 1999). forraje, inoculado con A.brasilense (Vital L et al., 2001).



Crecimiento de la planta Actividad morfogenica

Figura 6. Estimulacion del crecimiento de planta de maiz Figura 7. Efecto de los lipopolisacaridos bacterianos sobre

inoculado con A.brasilense, bajo condiciones de invernadero la actividad morfogenética en callos somaticos de trigo
(Caballero et al., 1999). (Evseeva et al., 2017).

1.3. MOVILIDAD Y QUIMIOTAXIS.

La asociacion de Azospirillum a las raices de las plantas es un evento inicial
importante, la cual solo puede tener éxito si la bacteria sobrevive en el suelo y alcanza
poblaciones significativas en el sistema de raices del hospedero. La movilidad y la
quimiotaxis permiten que las bacterias se muevan hacia las raices de las plantas,
donde se benefician de los exudados de las raices como fuente de carbono y energia
(Steenhoudt & Vanderleyden, 2000). Para sobrevivir y competir en las diferentes
condiciones ambientales encontradas en la rizésfera, las bacterias deben ajustar
rapidamente su comportamiento para nadar a entornos favorables (Bible et al., 2008).
Los sistemas de transduccion de sefales permiten a las células detectar y adaptarse a
los cambios ambientales mediante respuestas celulares apropiadas, como la regulacién
de la expresion génica o la modulacién en la movilidad (Bible et al., 2008). La movilidad
en bacterias responde a un sistema de transduccion de sefales que transmiten
informacion del entorno al aparato de movilidad. Azospirillum modula su patrén de nado
hacia una mayor o menor probabilidad de cambio en la direccién de la rotacion flagelar
en respuesta a repelentes y atrayentes, respectivamente (Mukherjee et al., 2016). En
Azospirillum ademas se describidé, un quimioreceptor transmembranal Tlp1
(Transduction like protein) el cual se demostr6 que media taxis de energia en A.
brasilense y que interviene en la colonizacion de las raices de las plantas (Greer-Philips
et al., 2004). TIlp1 cuenta con una region periplasmica N-terminal y un mddulo de
sefializacion en la regién C-terminal. Contiene un dominio PilZ en su extremo carboxilo.
Los dominios PilZ se encuentran presentes en diversos genomas bacterianos y se sabe
que unen al segundo mensajero di-GMPc (Russell et al., 2013). Se ha identificado
también, el gen chsA como parte de la via de sehalizacion de quimiotaxis en
A. brasilense. La arquitectura de la proteina codificada contiene un dominio sensorial
PAS y un dominio EAL. Se demostro que una mutante nula del gen, mostraba un
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fenotipo alterado en la movilidad y la respuesta quimiotactica, a pesar de no verse
afectada la sintesis de flagelos polares y laterales (Carrefio et al., 2009). Azospirillum
crece de manera Optima cuando la fructosa, o acidos organicos como malato o
succinato, se utilizan como fuentes de carbono y tiene un pobre crecimiento en
aminoacidos como unicas fuentes de carbono. Las raices de pastos y cereales exudan
cantidades significativas de acidos organicos, azucares y aminoacidos por lo que son
compuestos organicos que se encuentran en la rizézfera y nutren a la bacteria
(Alexandre et al., 2000). Las bajas concentraciones de oxigeno presentes en la
rizésfera son también uno de los principales estimulos que atraen a las bacterias a las
raices de las plantas.
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Figura 8. Esquema de quimiotaxis de A. brasilense (Russell et al., 2013).

1.4. AEROTAXIS.

La aerotaxis es la capacidad de moverse hacia concentraciones Optimas de
oxigeno, es una respuesta importante en A. brasilense (Burdman et al., 2000), en la
cual, una concentracion de oxigeno baja, de 3 a 5 yM, es la concentracion de oxigeno
Optima para la generacion de energia y la fijacion de nitrégeno (Alexandre et al., 2000;
Russell et al., 2013). Cuando las células se exponen a condiciones de oxigeno elevado
en su entorno, las células de A. brasilense forman pequefios agregados de bacterias
gue son inicialmente transitorios, pero, si las condiciones de alta aireacion persisten, se
pierde la movilidad. (Russell et al., 2013; Bible et al., 2015). Se ha sugerido que estos
agregados representan un comportamiento de proteccibn manteniendo un ambiente
intracelular microaerofilico que permite la expresion de la nitrogenasa, enzima
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responsable de la fijacion bioldgica de nitrégeno y sensible a altas concentraciones de
oxigeno (Bible et al., 2015). El agrupamiento de las células se describe como un paso
previo para la floculacion, en donde las células vibroides o moviles de Azospirillum
pasan a células mas redondas y no modviles, dispuestas en una matriz de
exopolisacaridos (EPS) (Bible et al., 2015).

1.5. COLONIZACION DE A.brasilense A LAS RAICES DE LAS
PLANTAS.

En relacidn con la colonizacion, estudios realizados in vitro con A. brasilense Sp7
proponen que el mecanismo de adhesion de la bacteria a la raiz de la planta se
desarrolla en dos etapas: la primera se denomina fase de adsorcion, depende del
flagelo polar y consiste en una unién rapida y débil de la bacteria a la superficie de la
raiz. A continuacién tendria lugar la etapa de anclaje, donde intervienen polisacaridos
bacterianos, proteina de membrana (OmpA), asi como el flagelo polar responsables de
la adhesion de la bacteria a la raiz de una manera mas estable, formando

microcolonias, agregados y biopelicula (Ramirez et al., 2018; Viriega-Gongora et al.,
2020).

Soil

Adsorcion

Rhizosphere
Endosphere

» Anclaje

1.5.1. FORMACION DE
BIOPELICULA.

Figura 9. Modelo de colonizacién bacteriana a las raices de las plantas (Villarreal et al., 2018).

En su entorno natural los microorganismos se localizan predominantemente
asociados a superficies y organizados en comunidades complejas denominadas
biopeliculas. Las bacterias que crecen en biopelicula difieren de su contraparte
“plantonica”, que viven como células unicas; a nivel morfoldgico, fisioldégico y
metabdlico. Estas diferencias fisiologicas de la célula son reflejo de cambios
importantes a nivel de la expresion genética, como se ha descrito ampliamente en
varios trabajos de gendmica funcional, que comparan las células creciendo en
biopelicula o plantonicas (Belion et al., 2004; Beyhan et al., 2006; Sauer et al., 2001).
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La regulacion de esta forma de vida depende del microorganismo y de la participacion
de redes de sefalizacion celular complejas, en las que intervienen diversas proteinas
que responden a diferentes sefiales ambientales. En la década de los ochenta, se
describio el sistema novedoso de sefializacion celular en bacterias, dirigido por el
nucledtido ciclico di-GMPc, descubierto como un activador alostérico de la enzima
celulosa sintasa en Gluconobacter xylinus (Clark et al.,1987). Posteriormente, se ha
descrito como un mecanismo de regulacién de varios fenotipos, entre ellos la transicion
de la célula plancténica a sésil (Belion et al., 2004;). Si los niveles de di-GMPc son altos
se favorece la formacion de biopelicula y cuando los niveles son bajos, se favorece el
estilo de vida planténica. La concentracion intracelular del di-GMPc es regulada por dos
actividades enzimaticas antagonicas de sintesis y degradacion. Estas se caracterizan
por incluir en su estructura dominios nombrados GGDEF por los residuos de amino
acidos conservados para las proteinas con actividad de diguanilato ciclasa (DGC),
mientras que las fosfodiesterasas (PDEs) contienen los dominios EAL o HD-GYP
(Belion et al., 2004; Rémling et al., 2013; Romling et al., 2017). Diferentes autores,
clasifican la formacion de biopelicula en diversos pasos, pero de manera general, se
podrian agrupar en 5 etapas: 1.- Asociacion o anclaje, 2.- Formacion de microcolonias,
3.- Formacion de agregados, 4.- Biopelicula madura y 5.- Dispersion de la biopelicula
(Steenhoudt y Vanderleyden 2000; Van Puyvelde et al., 2011; Arruebarrena Di Palma et
al., 2013; Russell et al., 2013; Romero et al., 2013; Bulgarelli et al., 2013). En la figura
10 se esquematiza el proceso de formacion de biopelicula.

5- Dispersion

G

1- Se establece la asociacion 2- Microcolonias. 3- Agregados. 4- Biopelicula madura

Figura 10. Esquema del proceso de formacién de biopelicula bacteriana. (A) Formacion de biopelicula (Steenhoudt y Vanderleyden
2000; Van Puyvelde et al., 2011; Arruebarrena Di Palma et al., 2013; Russell et al., 2013; Romero et al., 2013; Bulgarelli, et al., {2
2013) (B) Formacion de biopelicula en plantas de fresa inoculadas con Azospirilum. (Guerrero-Molina et al., 2011).



di-GMPc.

El di-GMPc ha sido considerado como uno de los segundos mensajeros
bacterianos mas comunes e importantes (Romling et al., 2013). Fue descrito por
Benziman en 1987 (Ross et al., 1987), como un activador alostérico de una celulosa
sintasa bacteriana de Gluconacetobacter xylinus (D’Argenio & Miller, 2004). Mas tarde,
se describidé la celulosa sintasa dependiente de di-GMPc en la alfaproteobacteria
Agrobacterium tumefaciens, lo que comprueba que el di-GMPc no es una molécula
especifica de una cepa, sino que tiene una amplia distribucién filogenética (Rémling et

al., 2013). Se ha demostrado que el di-GMPc regula la formacién de biopeliculas, la
motilidad, la virulencia, el ciclo celular, la diferenciacion y otros procesos (Figura 11). La
mayoria de las vias de sefializacion dependientes de di-GMPc controlan la capacidad
de las bacterias para interactuar con superficies abidticas o con otras células
bacterianas y eucariotas. El di-GMPc desempefia un papel clave en los cambios en el
estilo de vida de muchas bacterias, incluida la transicién del estado mévil a sésil, que
ayuda al establecimiento de comunidades de biopeliculas multicelulares, y del estado
virulento en infecciones agudas al estado menos virulento pero mas resistente
(Rémling et al., 2013).
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1.6.1. EFECTORES DEL di-GMPc.

Las enzimas responsables de la sintesis y degradacion del di-GMPc son
facilmente identificables por sus dominios caracteristicos, sin embargo, debido a la gran
diversidad del efecto del di-GMPc sobre la fisiologia de las células y diferentes
procesos celulares, estudios realizados sugieren que existen numerosos efectores que
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unen al di-GMPc, muchos de los cuales no tienen secuencia o estructura similar entre
ellos. Los blancos del di-GMPc identificados incluyen proteinas que contienen dominio
PilZ, proteinas que contienen dominios degenerados GGDEF y EAL, receptores de sitio
| y otros que incluyen reguladores transcripcionales como los riboswitches (Schirmer &
Jenal, 2009; Jenal et al., 2017). Las proteinas con dominio PilZ, uno de los mas
estudiados, se encuentra unido al carboxilo terminal de los dominios GGDEF, EAL y/o
HD-GYP, o vinculado a un dominio enzimatico modulado por el segundo mensajero y
que participa en la biosintesis de una molécula particular como el alginato (Hay et al.,
2009). Estudios bioinformaticos y bioquimicos revelan la presencia de dos secuencias
cortas que comprenden el dominio consenso de PilZ, RxxxRx (D/N)x(S/A)xxG. Un
analisis estructural revel6 que se producen cambios conformacionales durante la unién
de la proteina tipo PilZ y el di-GMPc (Romling & Simm, 2009). Otro de los dominios que
se considera receptor es el sitio |, en donde el dominio GGDEF no esta conservado y
carece de actividad enzimatica, sin embargo, mantiene la capacidad de unirse al di-
GMPc, en ciertas DGCs degeneradas (Mills et al., 2011). Otros dos tipos de proteinas
efectoras son FleQ y PelD de Pseudomonas aeruginosa, donde en la primera su
actividad se reduce al unirse a di-GMPc y la otra actua de forma contraria activandose
por su uniodn al di-GMPc a través de un sitio similar al motivo del sitio | (Hengge, 2009).
El di-GMPc también puede unirse a riboswitches, los cuales son moléculas de RNA,
que adoptan una estructura secundaria. Posteriormente a la union con el RNAmM
cambia su estructura secundaria, lo que ocasiona cambios en la transcripcion,
estabilidad del RNAm o la traduccion de éste (Romling et al., 2013).
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Figura 12. Diversidad de efectores de union de di-GMPc (Hengge 2010).
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1.6.2. CUANTIFICACION DE di-GMPc.

El di-GMPc es un segundo mensajero que esta implicado en muchos procesos
celulares importantes. Por lo cual, el estudio y principalmente la cuantificacion de esta
molécula, ha sido un tema de estudio revisado ampliamente. Existen diferentes
alternativas para la cuantificacion de esta molécula, sin embargo estas presentan una
serie de inconvenientes técnicos, debido a que estos métodos generalmente requieren
una tediosa purificacion de las enzimas DGC e incubacién con el sustrato GTP en
condiciones favorables de reaccién por HPLC (Zhou, 2016). Sin embargo, existen
nuevas alternativas que se estan utilizando para la cuantificacion del di-GMPc. Una
opcién es el uso de riboswitches que presentan la peculiaridad de unirse especialmente
al di-GMPc; estos elementos de ARN reguladores en “cis” se localizan en la region 5’
no traducida de ARNm bacterianos, los cuales modulan la expresiéon de genes rio
abajo, al unirse a pequefnas moléculas especificas. Estos presentan dos regiones
importantes, el aptamero: el cual une directamente a una molécula pequefia (di-GMPc).
La segunda region importante es la plataforma de expresion, la cual recibe cambios
estructurales en respuesta a los cambios del aptamero, este cambio de la plataforma
es lo que regula la expresion génica. Con base en base a estas caracteristicas y
principalmente el descubrimiento de que los riboswitches, tienen la capacidad de unirse
al di-GMPc, se comenzaron a utilizar como una herramienta importante para la
cuantificacion de este segundo mensajero (Breaker et al., 2008), describio el primer
riboswitch de di-GMPc en eubacterias (c-di-GMP-I) y en Clostridium difficile (c-di-GMP-
Il). Posteriormente Zhou en 2016, en Bacillus thuringiensis subs chinensis CT-43,
describié 5 riboswitches capaces de detectar concentraciones del di-GMPc vy
principalmente uno que se encuentra dispuesto en formar de un triple tandem (Bc3-5)
(Figura 13).
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Figura 13. Contexto genetico del riboswitch Bc 3-5 (Zhou et al .,2016) 15



1.6.3. SINTESIS DE di-GMPc.

El di-GMPc se produce en una reaccion de condensacion, catalizada por las

DGCs a través de la accién cooperativa de sus dominios cataliticos conservados GG(D/
E)EF/AGDEF. Cada mondémero GG(D/E)EF se organiza de forma antiparalela y
contribuye con un sustrato GTP (guanosin trifosfato) para la formacion de un enlace
fosfoéster con otra molécula de GTP para dar lugar a la molécula di-GMPc (Figura 14)
(Rémling & Simm, 2009; Jenal et al., 2017). Los subproductos de la reaccion son dos
moléculas de pirofosfato (Rémling et al., 2013).
El primer dominio GGDEF se identifico en 1995 en una proteina de Caulobacter
crescentus, denominada PleD, descrita como regulador global que controla la transicion
entre el estilo de vida planctonico y una fase de adherencia del ciclo de vida de la
bacteria (D’Argenio & Miller, 2004). El dominio consta de 170 residuos de aminoacidos
aproximadamente y fue designado asi basado en su motivo de secuencia de
aminoacidos caracteristico Gly-Gly-Asp-Glu-Phe, altamente conservado dentro del
dominio (Romling & Simm, 2009; Romling et al., 2013). Los primeros dos residuos (Gly)
estan implicados en la unién de GTP, el tercer residuo (Asp/Glu) es indispensable para
la catalisis y el cuarto (Glu) en la coordinacién de iones metalicos. El sitio activo (sitio
A), que corresponde a este motivo GGDEF esta involucrado en la unién a GTP y
requiere de Mg?* o Mn2* para la formacion del enlace fosfodiéster (Romling et al.,
2013). De manera adicional las DGCs son sujetas a inhibicion por retroalimentacion, en
la cual el di-GMPc se une a un sitio de inhibicién llamado sitio |, caracterizado por ser
un motivo de cuatro aminoacidos RxxD, encontrado cinco aminoacidos rio arriba del
motivo GG(D/E)EF (Hengge, 2009). Ademas del GGDEF, se han encontrado DGCs
activas con motivos GGEEF, AGDEF (Dahlstrom & O’toole, 2017).

1.6.4. DEGRADACION DE di-GMPc.

Las fosfodiesterasas (PDE), son las enzimas responsables de la degradacion del
di-GMPc. La catalisis es llevada a cabo mediante un ataque hidrolitico sobre el enlace
fosfodiéster (Figura 11) (Romling et al., 2013). Se han descrito PDEs distintas, las que
incluyen el dominio EAL (Glu-Ala-Leu) conservado y recientemente se ha demostrado
la actividad catalitica en motivos degenerados como: (ETL, EVL y EGL). Por otra parte
existen enzimas que presentan el dominio HD-GYP con motivo conservado His-Asp-
Gly-Tyr-Pro (Jenal et al., 2017; Dahlstrom & O’toole, 2017). Las fosfodiesterasas de tipo
EAL constan de aproximadamente 250 residuos de aminoacidos y la primera de este
tipo, fue descrita en una proteina de Bordetella pertussis, BvgR, la cual actua como
reguladora de genes implicados en virulencia (Ramirez et al., 2014). Estas
fosfodiesterasas, hidrolizan el di-GMPc produciendo el dinucleétido lineal de 5'-O-
phosphonoguanylyl-(3'->5')-guanosine (5-pGpG) (Jenal et al., 2017). El proceso

16



catalitico requiere de Mg2+ y Mn2* y es inhibido por Ca2* (Hengge, 2009). Por su parte,
las fosfodiesterasas que cuentan con el dominio HD-GYP no tiene similitud de
secuencia con el dominio EAL e hidrolizan al di-GMPc para producir 5-pGpG vy
posteriormente a GMP (Romling & Simm, 2009). Recientes estudios han mostrado que
la oligoribonucleasa Orn, es la enzima principal capaz de degradar al pGpG (Jenal et
al., 2017). A pesar de que se tiene conocimiento sobre la estructura y funcién de las
DGCs y PDEs, sus funciones fisiolégicas aun no son claras. Solo algunas sefnales de
entrada se han identificado como oxigeno, luz, 6xido nitrico, nutrimentos (Jenal et al.,
2017).
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Figura 14. Sintesis y degradacion de di-GMPc. (A) La cual es catalizada por las DGCs mediante la accién de sus
dos dominios cataliticos GGDEF. (B) Por su parte las fosfodiesterasas con los dominios EAL o HD-GYP hidrolizan el
di-GMPc en guanosina (pGpG) o GMP, respectivamente. (C) Diagrama general de la sintesis y degradacion de di-
GMPc. Una vez formado, el di-GMPc es capaz de regular diversos procesos (Jenal et al., 2017).

1.7. PROTEINAS HIBRIDAS.

Una proteina es considerada hibrida, si en su estructura proteica, presenta
dominios de sintesis y degradacion de di-GMPc, los cuales pueden ser dominios DGC
y PDE. Analisis bioinformaticos muestran que, aunque los dominios DGC y PDE
presentan actividades enzimaticas opuestas, una proteina hibrida puede tener ambos
dominios en su estructura (Dahlstrom & O’toole, 2017; Ramirez et al., 2018). Las
proteinas hibridas pueden clasificarse de acuerdo a la actividad enzimatica de los
dominios DGC y EAL, ya que pueden ser cataliticamente activos o no. Con base en
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esta caracteristica, se pueden clasificar en 3 clases, los cuales se describen a

continuacion.

« Clase I: Los dominios GGDEF/EAL son cataliticamente activos, por lo cual su
regulacion dependera de diferentes estimulos ambientales o intracelulares,
provocando que en algun momento determinado, la actividad de uno de los dos
prevalezca sobre el otro. Un ejemplo de esta clase, es la proteina hibrida
citoplasmatica de Mycobacterium smegmatis (MSMEG_2196), la cual presenta
dominios GAF-GGDEF-EAL, y se ha demostrado de manera in vitro, que puede
sintetizar e hidrolizar di-GMPc (Gomelsky et al., 2011). Al igual que la proteina MucR
de Pseudomonas aeruginosa en donde el dominio GGDEF esta involucrado en la
regulacion positiva de la biosintesis de alginato y el dominio EAL esta involucrado en
la regulacién positiva de la dispersion de la biopelicula (Valentini et al., 2016).

A GAF

BN <>

Figura 15. Proteinas hibridas pertenecientes a las Clase I. (A) MSMEG_2196 de Mycobacterium smegmatis (B) MucR
de Pseudomonas aeruginosa.

« Clase IlI: Uno de los dominios GGDEF/EAL es cataliticamente activo y el otro se
encuentra inactivo, donde el dominio sin actividad desarrolla nuevas funciones. Un
ejemplo de esta clase es la proteina CC3396 de C. crescentus, la cual presenta
dominios GGDEF-EAL, donde el dominio GGDEF se encuentra parcialmente
degenerado (GEDEF) y carece de actividad catalitica, en su lugar este dominio es
capaz de unir a GTP, provocando la activacion del dominio EAL (Christen et al.,

2005).
A ..\€DEF ‘;£>
o 100 200 300 400
Figura 16. Proteina hibridas pertenecientes a las Clase Il (A) CC3396 de C. crescentus.

« Clase lll: En esta clase, ambos dominios GGDEF/EAL se encuentran cataliticamente
inactivos, por lo tanto pudieran estar actuando como receptores de di-GMPc
pudiendo estar regulando alguna funcion.
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El estudio de proteinas hibridas, es sin duda un tema muy importante, debido a la gran
versatilidad que estas pudieran presentar, y sobre todo la ventaja que estas pudieran
conferir a las bacterias que se encuentran presentes en el suelo, en donde hay una
gran competencia y la respuesta rapida a estimulos pudiera ser factor clave para la
supervivencia.

1.7.1. PROTEINAS HIBRIDAS PRESENTES EN A.brasilense Sp245.
En 2018 Ramirez Mata y colaboradores realizaron un analisis de las proteinas que

presentan dominios GGDEF/EAL en genomas de Azospirillum, con ayuda de métodos
bioinformaticos (RAST, SMART, CLUSTAL), realizé una busqueda en nueve genomas
de Azospirillum (Ramirez et al., 2018). Con base en a los resultados, se logré
determinar que en el genoma de A.brasilense Sp 245, se encuentran presentes 10
genes que codifican para proteinas hibridas (GGDEF/EAL): (CCC97222.1,
CCC99416.1, CCC97047.1, CCCI7824.1, CCD0O3171.1, CCCO96788.1, CCC99238.1,
CCDO1243.1, CCDO3331.1 y CCDO0829.1), 20 para proteinas de dominio unico
GGDEF y 5 para proteinas de dominio unico EAL. Se observé que el grupo de las
proteinas hibridas, presentan en su estructura regiones que codifican para dominios
auxiliares, como lo son: (HAMP, CHASE, MHYT, PAS/PAC y CACHE) (Figura 17), los
cuales podrian presentar funciones de censado de algunos estimulos en especifico y
estos a su vez regulen la actividad de los dominios (GGDEF 6 EAL) (Ramirez et al.,
2018).
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Figura 17. Diferentes dominios de sefalizacion encontrados en proteinas de la superfamilia GGDEF y EAL. Se indican
las diez proteinas hibridas presuntivamente localizadas en el genoma de A.brasilene Sp245 (Ramirez et al., 2018).
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1.8. DOMINIO CHASE.

Denominado como CHASE (cyclases/histidine kinases associated sensing
extracellular) debido a que siempre se localiza en regiones extracelulares o
periplasmicas, CHASE contiene aproximadamente de 200 a 300 aminoacidos, y se
ubica exclusivamente entre dos regiones transmembranales localizado en el extremo N
terminal de adenilato ciclasas, diguanilato ciclasas, receptores de quimiotaxis y cinasas
histidinicas (Mougel & Zhulin, 2001; Heyl et al. 2007). Este dominio se encuentra en
receptores transmembranales de bacterias y plantas (Pas et al. 2004) y se predice une
ligandos de bajo peso molecular como péptidos y la fitohormona citocinina (Pas et al.
2004; Ramirez-Mata et al. 2018). El dominio CHASE se ha encontrado por
bioinformatica en varias proteinas, sin embargo, sélo se ha descrito su funcién en dos
proteinas de sefalizacion que controlan el desarrollo en la amoeba Dictyostelium
discoideum; la histidin cinasa DhkA y la adenil ciclasa ACG. La cinasa DhkA detecta un
pequefio péptido, el cual es liberado por las células en tallo, y desencadena la
esporulacion, en tanto que la cinasa ACG controla la germinacion de las esporas de
Dictyostelium. Este dominio se encuentra también en una histidina cinasa de
Arabidopsis thaliana, la cual regula la morfogenesis vascular de la raiz (Mougel &
Zhulin, 2001, Hothorn et al. 2012).

1.8.1. CLASIFICACION DE DOMINIO CHASE.

Los dominios CHASE se encuentran distribuidos en una gran variedad de
genomas de distintos microorganismos y en el intento por poder clasificarlos, fue
propuesta una forma de clasificacion, descrita por (Zhang et al., 2019). A continuacién
se describen la clasificacion de los dominios CHASE.

« CHASE2. Se caracteriza por contar con 250 a 300 residuos de aminoacidos de
longitud, presentan 6 alfa hélices y 8 hojas beta plegada. Presentes en 4 clases de
proteinas de sefalizacion: cinasas histidinicas, adenilato ciclasa, diguanilato ciclasas
y serino/treonina cinasas. El dominio CHASE2 siempre esta seguido de 3 regiones
transmembranales.
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Figura 18. Esquemas de proteinas con dominio CHASE2.



« CHASE3. Se caracteriza por contar con 30 a 150 residuos de aminoacidos de
longitud, presentan 4 a 6 alfa hélices. Presentes en 4 clases de proteinas de
senalizacion: cinasas histidinicas, adenilato ciclasa, diguanilato ciclasas y proteinas
aceptaras de metilos (MCOs). El dominio CHASE3 esta flanqueado por 2 regiones
transmembranales.
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Figura 19. Esquemas de proteinas con dominio CHASES3.

CHASE4. Se caracteriza por contar con 150 a 160 residuos de aminoacidos de
longitud, presentan 6 hojas beta, flanqueada por 2 alfa hélices. Estan presentes en 2
clases de proteinas de sefalizacion: cinasas histidinicas y proteinas que intervienen en
la sintesis y degradacion del di-GMPc. El dominio CHASE4 esta flanqueado por 2
regiones transmembranales.
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2. ANTECEDENTES.

Gamboa Pérez en 2014 inicié con el estudio de algunos genes, uno de ellos
fue el gen cdgD, seleccionado por la particular arquitectura observada en los
dominios que lo constituyen. El estudio se inicié con la generacion de una mutante
de cdgD por insercion de un casete de resistencia a kanamicina (dgcD::KmR)
tanto en A. brasilense Sp7, como en, A. brasilense Sp245. Posteriormente
Ramirez Mendoza en 2016 realizé un analisis fenotipico de ambas mutantes,
comparandolas con las cepas silvestres. Dicho analisis mostré que a la mutante
dgcD::KmR de A. brasilense Sp245 presenté una disminucion considerable en la
formacion de biopelicula y un ligero aumento en la movilidad con diversos
quimioatractantes. Lara Oueilhe en 2018 construyd la cepa complementada en
tfrans, la cual restaurd el fenotipo de la cepa silvestre A. brasilense Sp245,
demostrando asi una posible funcion DGC/PDE de la proteina CdgD.

Ramirez Mata y colaboradores en 2018 realizé un analisis bioinformatico de las
proteinas que presentan dominios GGDEF/EAL en nueve genomas de
Azospirillum, con ayuda de diversos programas bioinformaticos; RAST, SMART,
CLUSTAL. Este trabajo fue publicado en la revista BMC Microbiology, con el titulo
“In silico comparative analysis of GGDEF and EAL domain signaling proteins from
the Azospirillum genomes”.

En el presente estudio se realizara un analisis del comportamiento en la expresiéon
del gen cdgD, bajo diferentes condiciones de crecimiento y evaluandolo a través
del tiempo. Este trabajo se llevd a cabo por medio de dos metodologias de
cuantificacion, el primero es por gPCR y el segundo por medio de cuantificacion
de fluoresencia por medio de una fusién transcripcional en “cis”.
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3. JUSTIFICACION.

El estudio de bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB), es sin
duda uno de los temas de mayor interés en la actualidad, diversas investigaciones
se han venido desarrollado en los ultimos afos, sobre los efectos benéficos que
estas bacterias les confieren a diversos sistemas vegetales (Figuras 4 - 7). Ala par
de estas investigaciones, se llevan a cabo trabajos para la incorporacion de estas
bacterias, en el proceso de elaboracion y aplicacion de biofertilizantes en suelos,
para la mejora de rendimientos de cultivos de interés agronomico (Mahanty et al.,
2017, Igiehon et al., 2017, Schmidt et al., 2018 y Wang et al., 2019). Sin embargo,
el uso de estos productos respecto a los agroquimicos, es hasta ahora muy poco.
Ante esta problematica actual, del uso indiscriminado de agroquimicos en la
mayoria de los suelos de cultivo, los cuales erosionan los suelos, afectan los
mantos acuiferos y provocan enfermedades en humanos (Sekhotha et al., 2016),
es importante la busqueda y el desarrollo de nuevas formas de incrementar los
rendimientos en los cultivos y que estas sean amigables con el ambiente. Es aqui
en donde el estudio de las PGPB, resulta de gran importancia, Azospirillum es uno
de los mas importantes géneros de PGPB, que se encuentran en todo el mundo,
en una amplia variedad de suelos y de condiciones ambientales, Azospirillum
brasilense es la especie mejor estudiada del genero, la cual se encuentra en
estrecha asociacién con muchos cultivos importantes para la agricultura y ejerce
efectos benéficos (Stets et al., 2015).
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4. OBJETIVO GENERAL.

Analizar la expresion del gen cdgD de A. brasilense Sp 245, durante la transicion de
estilo de vida, movil a sedentaria y en asociacién con las raices de la planta de trigo.

4.1. OBJETIVOS PARTICULARES.

1.- Determinar la expresion de cdgD, durante el proceso de formacion de biopelicula y
bajo diferentes condiciones de crecimiento.

2.- Determinar la expresion de cdgD, en interaccidn con la raiz de planta de trigo.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.- Disefio de iniciadores para ensayos de RT-qPCR.
2.- Realizar ensayos de RT-PCR
3.- Identificar de la region promotora correspondientes al gen cdgD.

4.- Generar una fusién transcripcional del promotor de cdgD, con el gen reportero que
codifica para la proteina fluorescente (mcherry).

5.- Realizar ensayos de RT-qPCR para evaluar los niveles de expresién de cdgD,
durante la transicion de estilo de vida movil a sedentaria.

6.- Cuantificacion de fluorescencia (microscopio confocal), para evaluar cambios en la
expresion de cdgD, durante la transicion mévil a sésil de A. brasilense Sp245.

7.- Cuantificacion de fluorescencia (microscopio confocal), para evaluar cambios en la
expresion de cdgD, en la interaccion Azospirillum-planta.
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5. DIAGRAMA DE TRABAJO.
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6. MATERIAL BIOLOGICO.
Material biolégico empleado, construido y utilizado en este trabajo se anotan en las

Tablas 1y 2.

Tabla 1. Cepas empleadas en este trabajo.

Cepas

Escherichia coli
DH5a

Escherichia coli
S17.1
Escherichia coli
DH5a (pcdgD-Cl)
Escherichia coli
DH5a FPD-
pAZBRmMChe

A. brasilense Sp245

A. brasilense Sp7

A. brasilense TTmCh

A. brasilense 12-A

A.brasilense C56A
A. brasilense C40A

A. brasilense FPDm1

A. brasilense Sp245
(pMP2449-5)

A. brasilense 12-A
(PMP2449-5)
A.brasilense C56A
(PMP2449-5)
A.brasilense C40A
(PMP2449-5)
A.brasilense Sp.245
(pFY4535)
A.brasilense 12-A
(pFY4535)
A.brasilense C56A
(pFY4535)
A.brasilense C40A
(pFY4535)
A.brasilense Sp245-
pdz-1

A.brasilense 12-A-
pdz-1

A.brasilense C56A-
pdz-1

A.brasilense Sp245-
pdz-2

A.brasilense 12-A-
pdz-2

A.brasilense C56A-
pdz-2

Genotipo o fenotipo

F- endA1 ginVA44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG
®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF) U169, hsdR17(r«- mk*), A=

recA, thi, pro, hsdR-M + RP4-2-Tc::Mu::Km:Tn7

Cepa conteniendo el promotor del gen cdgD en el vector pGEM-
T Easy.

Cepa que contiene el plasmido suicida pFPD-pAZBRmChe KmR
TcR con la fusién transcripcional (pcdgD::mCherry)

Cepa Wild-type aislada de raices de trigo

Cepa Wild-type aislada de raices del pasto Digitaria
decumbens roots

Cepa derivada de A. brasilense Sp245 con el gen mCherry sin
promotor, KmR.

Cepa derivada de A. brasilense Sp245 mutada en el gen
cdgD::KmR, KmR,

Mutante A. brasilense 12-A conteniendo (pVKcdgD), KmR | TcR .

Mutante 12-A conteniendo el vector pVK100, KmR , TcR

Cepa derivada de A. brasilense Sp245 con la fusion
transcripcional, cromosémica pdgecD-mCherry , KmR.

Cepa derivada de A. brasilense Sp245, conteniendo el plasmido
pMP2449-5 con el gen mCherry, GmR

Cepa derivada de A. brasilense 12-A con en plasmido

pMP2449-5 mCherry, GmR

Cepa derivada de A. brasilense C-56A con el plasmido
pMP2449-5 mCherry, GmR

Cepa derivada de A. brasilense C40A con el plasmido

pMP2449-5 mCherry, GmR

Derivada de Sp245, contiene el plasmido pFY4535 GmR
Derivada de 12-A, contiene el plasmido pFY4535 GmR
Derivada de C56A, contiene el plasmido pFY4535 GmR
Derivada de C40A, contiene el plasmido pFY4535 GmR
Derivada de Sp245, contiene el plasmido pdz-1 ApR
Derivada de 12-A, contiene el plasmido pdz-1 ApR
Derivada de C56A, contiene el plasmido pdz-1 ApR
Derivada de Sp245, contiene el plasmido pdz-2 CmR
Derivada de 12-A, contiene el plasmido pdz-2 CmR

Derivada de C56A, contiene el plasmido pdz-2 CmR

Referencias
Hanahan, 1983

Simon et al. 1983

Este estudio

Este estudio

Baldani et al. 1983
Baldani et al. 1983

Marcos Jiménez,
2017

Gamboa-Pérez,
2014

Lara Oueilhe, 2018
Lara Oueilhe, 2018

Este estudio

Ramirez-Mata et al.
2018

Lara Oueilhe, 2018

Lara Oueilhe, 2018

Lara Oueilhe, 2018
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio

Este estudio
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Tabla 2. Plasmidos utilizados y construidos en este trabajo.

Plasmidos

pGEM-T-Easy
pCR 2.1 TOPO

pVK100
pSUP202
pBSL98
pJMS-KmR
pFY4535
pABcdgD::KmR
pVKpcdgD

pGEM-pdgcD

pAZBR-T7mCh

pPAZBR-pcdgDT7mCh

pMP2449-5
Pdz-1

Pdz-2

Genotipo o fenotipo

Vector de clonacion ori f1, lacZa ApR

Vector de clonacién ori pUC, ori f1, lacZa ApR KmR

Cosmido vector de amplio rango de hospedero, fago A cos,

KmR, TeR

Plasmido suicida, pMB1 replicén, mob* ApR, CmR, TcR.

Vector pBSL contiene el casete de KmR

Plasmido suicida, mob* ApR, TcR, KmR.

Derivado de pMMB67EH (Gm) contiene la region hok/sok del
biosensor de di-GMPc de pXB300, GmR.

Plasmido suicida derivado de plasmido suicida, con la insercion
del casete de KmR en el gen cdgD::KmR, ApR, TcR.

Cosmido vector de amplio rango de hospedero derivado de
pVK100 contiene pcdgD gen, TcR , KmR .

Plasmido derivado pGEM-TEasy contiene un fragment de 456
bp de la regién reguladora del cdgD gen. ApR.

Construccion derivada del plasmidos suicida pJMS-KmR, con el
gen reportero mCherry y terminador QT7, insertados entre los
genes CCC96879.1 y CCC96880.1 de A. brasilense Sp245.

KmR, TcR.

Construcién derivada pAZBR-T7mCh con el fragmento de 456
bp insertado en 5 “ del gen reportero mCherry KmR, TcR

Plasmido pMP2449-5 que porta el gen mCherry, GmR

Derivado de pMMB67EH (Gm) contiene la region hok/sok del
biosensor de di-GMPc de pXB300, GmR.

Plasmido que contiene el riboswitch biosensor de di-GMPc,

CmR,

Referencia

Promega

Thermo Fisher
Scietific

Simon et al 1983

2016

2019.

Este estudio

Marcos Jiménez,
2017

Este estudio

2019.

2019.

Ampicilina =ApR; Gentamicina =GmR; Kanamicina =KmR; Tetraciclina =TcR;
Cloranfenicol =CmR.

Tabla 3. Iniciadores usados en este estudio.

Notacioén

M13F/ M13 R
gyrAF/gyrAR

glyAF/ glyAR

MTF-SpelF /
MTF-NcolR
CMP-PstIF/ CMP-
KpnIR

Trad/OriT

P-cdgD-F/(SnaB1)
P-cdgD-R/ (Xhol)

Iniciador delantero

(5°-3)

GTAAAA CGA CGG CCA

GT

TCACCGACGAAGAGTTGA

TG

GGA GAT CGC CAA GAA

GAT CA

CCA TGG ATG ACC ACG

CCC GACAGCA

GCT GCA GTT GGACGC

CCATTC GGC CC

TCT TCT TGATGG AGC

GCATGG

ATA CGT AGC GGG GGA
CGAACT GCC GTCC

Iniciador reverso (5°- 3")

GTCATAGCT GTTTCC TG
CTCTTCGATCTCGGTCTTGG

GCT CTT GGC GTAGGT CTT GA

CTG GTC GCC GCACGA GAG
CCAG

GGT ACC GGACGG CGT TCA
CCC GAT CA

CTG CTT CGG GGT CAT TAT AGC

ACT CGA GCC CAT GCC GCC
CACCGCC

Referencia

Thermo Fisher
Scientific
McMillan &
Pereg, 2014

McMillan & Pereg,

2014

Este estudio
Este estudio

Este estudio

Este estudio

Knauf & Nester, 1982

Alexeyev et al. 1995
Ramirez Mata et al.

Zamorano Sanchez,

Gamboa Pérez, 2014

Lara Oueilhe, 2018

Ramirez et al. 2018

Zamorano Sanchez,

Zamorano Sanchez,

27



qRT-cdgDF/ CCA GAT CCA GGT CTA .
SR T cdobR Al GTT CCATTC CGT GCG TTT C Este estudio
4571RC-F GTG GCG GGG CGATGG  GCG GCT GGG TGC GGG ACA Ecto estudio
4571DC-R GGAAGG AC

F-ORF210 AGAAAG CTTAGATCC  AGC CTC GAG AGAAGG CGT

(Hindill) TGG GCATGATCGAG  GGT GAC CTTTC Este estudio
R-ORF-210 (Xhol)

AZOBR-40391F/  CGC CTT CTA CAC CGA .
AZOBR-40391R TGAC TCAGGATGC GCTTCTTCAT Este estudio
AZOBR-200212F /  AGC GGAACC GAC GAT .
AoopRoo0a1ar! | A2 CAG CAG AAC GGC GAT GAA Este estudio
AZOBR-40216F /  ACC AGG CGTATC TGG .
AT OBRaotoR ] | RS2 AC TTG TTG CGC TGG GTC TC Este estudio
AZOBR-

P410089F / gﬁc GGC GATGCACTT 50 CAC AGC AAC GTAAAT C Este estudio
AZOBR-P410089R

AZOBR-30001F / TCT GTC CGAGGT GAT 57 166 ATG GGC TGT TGT Este estudio

AZOBR-30001R

CGAG

7. METODOS.

7.1. CONDICIONES DE CRECIMIENTO.
La cepa A. brasilense Sp245 se cultivd a 30 °C en medio K-malato, Luria-Bertani

modificado (LB*) o rojo Congo (CR), descrito por (Jijén-Moreno et al. 2019). Las cepas
de A. brasilense 12-A mutante, A. brasilense FPDm1 se cultivaron en medios selectivos
K-malato, LB* o CR complementados con 50 ug/ ml de kanamicina (Km). A.brasilense
C-56A se crecié en medio CR adicionado con 20 ug/ml de tetraciclina (Tc) y las cepas
derivadas de A. brasilense marcadas con la proteina mCherry que alberga el plasmido
pMP2449-5 se hicieron crecer en CR adicionado con 30 pg/ml de gentamicina (Gm)
Las cepas de Escherichia coli DH5a y S17.1 se cultivaron a 37 °C en medio LB liquido,
pH 7.0, para el medio sélido se agregd agar sélido (agar al 1.5%, p/v). Los medios
selectivos para las cepas de E. coli se les adicioné ampicilina (Ap), 100 ug/ml; Tc, 10
pg/ml; cloranfenicol (Cm), 25 pg/ml; o Km, 30 pg/ml. La conjugacién se realizd en
medio LB* y la seleccion transconjugantes se realizé en medio de malato K solido con
los antibioticos apropiados como se describe en (Jijon-Moreno et al.2019).

7.2. EXTRACCION DE RNA Y ELIMINACION DE DNA GENOMICO.
A. brasilense Sp245 se cultivd en medio NFB* con KNO3 o NH4Cl como fuente de

nitrogeno (Arruebarrena et al. 2013) en condiciones de planctonicas y biopelicula
durante 10, 18, 24 o0 48 horas. Las células en 6 ml del cultivo se centrifugaron y se
lavaron con bufer TE (Tris HCI 10 mM, EDTA 1 mM), pH 8,0, los paquetes celulares
obtenidos se almacenaron a -70 °C hasta su uso. El ARN total se extrajo de los
paquetes celulares resuspendidos en 550 pl de buffer TE mas lisozima 200 ug/ml y se
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lisaron por sonicacion al 30 % durante 5 segundos (Hielscher UP50H - Compact Lab
Homogenizer, 12623 Berlin Alemania). La suspension celular se mantuvo a 37 °C con
agitacion durante 35 minutos, se adicionaron 50 pl de SDS al 10% (p/v) mas 400 pl de
bromuro de cetil trimetilamonio (CTAB 2% en NaCl 2M; CTAB, Sigma-Aldrich). Se
mezclé y la suspension se centrifugd a 10,000 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante se traté con 150 ul de fenol-Tris-HCI, pH 8.0. EI ARN presente en el
sobrenadante se lavo 4 veces con 400 ul de cloroformo / alcohol isoamilico (v/iv 24:1).
Posteriormente, el ARN se precipité con etanol y se centrifugd a 10,000 rpm durante 10
minutos. El ARN se resuspendié en 50 pl de agua tratada con dietilpirocarbonato
(DEPC, Sigma-Aldrich) a una concentracion de 0.1% y se almacen6 a -70 °C hasta su
uso. La concentraciéon y la calidad del ARN se determinaron usando un
espectrofotometro EON-BioTeK (BioTek Instruments Inc.). La integridad del ARN se
confirmo en geles de agarosa al 0.8%. Inmediatamente después de la extracciéon del
RNA, se elimind el DNA gendmico de cada muestra de RNA utilizando el sistema
comercial TURBO DNA-free Kit (Ambion, Life technologies). El procedimiento consistié
en preparar una mezcla de reaccion de 50 ul que incluyé los siguientes componentes: 8
hMg de RNA, 5 pl de buffer de la DNasa TURBO 10X, 2 unidades de DNasa TURBO y
agua libre de nucleasas. Las mezclas de reaccidén se incubaron por 30 min a 37 °C.
Posteriormente, se agregaron 5 pul de reactivo de inactivacion de la DNasa y se
incubaron por 5 min a temperatura ambiente. Los tubos se centrifugaron a 10000 rpm
por 2 min y los sobrenadantes, los cuales contenian el RNA, se separaron del reactivo
de inactivacién de la DNasa. La concentracién de cada muestra de RNA se volvio a
cuantificar como se indicé anteriormente y la integridad del mismo se verificO por
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Para corroborar la eliminacion del DNA
genomico, se realizé la PCR utilizando 200 ng de RNA como molde, 200 ng de DNA
gendémico como control positivo y los iniciadores 27F y 1492R para amplificar el RNAr
16S. Las reacciones de PCR fueron reamplificadas para corroborar la ausencia de
cualquier producto de PCR. La ausencia de cualquier producto de PCR indicé que el
DNA genomico se elimind en su totalidad de las muestras de RNA.

Tabla 4. CONDICIONES DE REACCION DE PCR PUNTO FINAL.

Reactivo [1X]
Buffer Dream Taq 1.5 ul
Forward 0.2 pl (10 mmol)
Reverse 0.2 pl (10 mmol)
dNTPS 0.5 pl (50 mmol)
Taq Pol 0.3 ul
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Templado 2ul (~1 pg)
Agua 10.3 pl
vF =15 pl

Tabla 5. CONDICIONES DE AMPLIFICACION DE PCR PUNTO FINAL.

Temperatura

Ciclos (°C) Tiempo
Primer ciclo. o .
(1 repeticion) 94°C 4
94 °C 307
Segundo ciclo o ..
(30 repeticiones) 60.5°C 35
72°C 207
Tercer ciclo 720G 5
(1 repeticion)
Mantenimiento 4°C (oo

7.3. SINTESIS DE cDNA.

La sintesis de ADN complementario (cDNA) se realizd por transcripcidon inversa
utilizando el sistema de sintesis de cDNA, Maxima First Strand (Thermo Fisher
Scientific) a partir del ARN obtenido. Se preparé una mezcla de reaccién de 25 pL, la
cual incluye los siguientes componentes: 2 ug de RNA, 4 uL de la mezcla de reaccion
5X (Buffer de reaccidén, dNTPs y oligonucleotidos aleatorios), 2 yL de transcriptasa
reversa (Maxima Enzyme Mix) y agua libre de nucleasas. La mezcla se incubo a 25 °C
por 30 minutos, 50 °C por 30 minutos, 65 °C por 30 minutos y finalmente a 85 °C por 5
minutos para inactivar la transcriptasa reversa. La concentracién del cDNA de cada
cepa se cuantific6é midiendo la absorbancia a una DO de 260 nm en un

espectrofotometro Eon Microplate (BioTek) equipado con una placa microvolumétrica
Take3 (BioTek).

7.4. qPCR.

La cuantificacién de la expresion de cdgD se llevé a cabo por gPCR utilizando el
sistema comercial Maxima SYBR Green/ROX gqPCR Master Mix (2X) (Thermo
Scientific). Se prepararon mezclas de reaccion por triplicado con un volumen final de 20
Ml cada una que incluyd los siguientes componentes: 10 ul de Maxima SYBR Green/
ROX gPCR Master Mix (2X), (cuyos componentes incluyen SYBR Green, dNTPs, Taq
DNA polimerasa Maxima Hot Start, MgCl2 y buffer de PCR), 0.6 yl de cada

oligonucledtido preparado a una concentracién de 10 pmol/pl (concentracion final de
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300 mM de cada uno), 2 pl de cDNA preparado a una concentracion de 100 ng/ul
(concentracion final de 10 ng/ul) y 6.8 pl de agua libre de nucleasas. Para cada par de
oligonucledtidos se incluyeron reacciones de PCR sin material genético o con 200 ng/pl
de RNA no tratado con transcriptasa reversa como controles negativos. La
cuantificacion de la expresion de cdgD se llevo a cabo mediante el método comparativo
ACT (2-04CT) en el que el gen gyrA se utilizd como gen de referencia. La RT-gPCR se
realizé en un termociclador StepOnePlus (Applied Biosystems) siguiendo el siguiente
programa térmico: 95 °C por 10 minutos, 40 ciclos a 95 °C por 30 segundos y 60.5 °C
por 30 segundos. Una etapa de curva de disociacion (melt curve stage) a 95 °C por 1
minuto, 60.5 °C por 1 minuto y 95 °C por 1 minuto. Los datos se colectaron en la etapa
de alineamiento. Los resultados fueron analizados con el programa StepOne (Applied
Biosystem). El experimento se realizdé tres veces, cada uno con muestras bioldgicas
obtenidas de ensayos independientes. En la figuras complementarias se muestran las
graficas de amplificacién de cdgD y gyrA obtenidas por gPCR.

7.5. DISENO DE INICIADORES.
Se realiz6é un analisis de secuencias nucleotidicas y de dominios de los genes de

interés, como el grupo de proteinas hibridas (GGDEF/EAL) presentes en A. brasilense
Sp.245, para poder identificar los posibles sitios blancos dentro de los cuales se
realizaran los iniciadores, para la deteccion de estos genes mediante PCR y gPCR.
Para el disefio, se tomaron condiciones ya reportadas sobre las caracteristicas de
iniciadores para qPCR, las cuales se mencionan a continuacion: Tamafio de amplicon
de entre 50 a 150 pb, una temperatura media de hibridacién Tm de 58 a 65 °C, un
porcentaje de GC de entre 45 a 62%, un tamafio de iniciador de 17 a 25 bases y por
ultimo la regiébn blanco debe ser una secuencia unica. Tomando en cuenta las
caracteristicas antes mencionadas, se realizé una busqueda de secuencias internas de
los genes de interés, que cumplieran con el ultimo punto de la lista anterior. La
busqueda y el disefio de iniciadores, se realizd, con ayuda de los siguientes programas
bioinformaticos: SMART, MIST, NCBI, PROSITE, PFAM y IDT Technologies (oligo
designe).

7.6. CONSTRUCCION DE LA FUSION TRANSCRIPCIONAL CROMOSOMICA EN A.
brasilense Sp245 (FPDm1).

Para el desarrollo de la fusion transcripcional, se realizé un analisis bioinformatico
de la region promotora del gen cdgD, utilizando diferentes plataformas informaticas
como sofberry y bprom. Ya identificada la ubicacion del promotor, se disefaron
iniciadores especificos para flanquear el promotor, afiadiendo secuencias para las
enzimas de restriccion SnaBl y Xhol. Por medio de PCR se amplifico y ligd en el vector
de mantenimiento pGEM-T Easy un fragmento de 470 pb rio arriba del gen cdgD, que
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se amplificé previamente con los iniciadores P-cdgD-F/(SnaB) y P-cdgD-R/ (Xhol),
Tabla 2, clonado en la region 5 'del gen mCherry, posteriormente clonado en pGEM-
TEasy y generar el plasmido pGEM-pdgcD. Tanto los plasmidos pAZOBR-T7mch como
pGEM-pdgcD se digirieron con Xhol y SnaB1, seguido de clonacion para obtener el
plasmido pAZBRpcgdD, que se verifico por PCR y secuenciacidon. Las construcciones
pAZBR-T7mch y pAZBRpcgdD se transformaron posteriormente en la cepa
movilizadora E. coli S17.1, y las cepas resultantes se transfirieron por conjugacioén a la
cepa A. brasilense Sp245 (insertado en el locus neutro de la region cromosémica de A.
brasilense) para obtener el control y las cepas etiquetadas de mCherry,
respectivamente. Estas ultimas cepas se usaron en experimentos adicionales para
determinar la expresion del gen cdgD en diferentes condiciones de crecimiento y en
interaccién con las raices de plantas de trigo.

7.7. ENSAYOS DE BIOPELICULA.

Los cultivos se crecieron toda la noche en medio minino NFB* adicionado con
KNO3 o NH4CI como fuente de nitrégeno, con una DO a 600 nm de 0.01. Se cultivaron
en agitacion (120 rpm) a 30 °C hasta que alcanzaron una DO a 600 de 1.2 - 1.4, como
lo describié (Arruebarrena et al. 2012). Los cultivos se diluyeron a DO 600 de 0.01 y se
inocularon 3 ml en cada uno de los pocillos por cepa en una placa de 24 pocillos. Las
placas se incubaron en camara humeda a 30 °C durante 48 horas. Cada pocillo se
enjuago con agua, y la biomasa adherente se tiid por inmersién durante 30 min con 0.5
ml de una solucién de cristal violeta (CV) al 0.5% (p/v). EI CV adsorbido se solubilizé en
2 ml de acido acético al 33%, y la absorbancia de esta solucién se determin6é a 590 nm
en un lector de microplacas multi - deteccion (EONTM Microplate Spectrophotometer
Biotek Instrument). Los datos obtenidos se normalizaron con la determinacion de
proteina total con el ensayo de reactivo Bradford (Sigma-Aldrich Chemical, St. Louis,
Missouri, EE. UU.). Los datos se presentan normalizados a los valores de mg / proteina
obtenidos dentro de cada experimento. Las cepas: A. brasilense Sp245 silvestre, A.
brasilense 12-A (mutante), A. brasilense C-56A (mutante complementada), y mutante
con el vector vacio A. brasilense C-40A se evaluaron en tres experimentos
independientes, cada uno de los cuales incluyé tres réplicas técnicas.

7.8. CONDICIONES DE CRECIMIENTO EN PLANTAS, DE LAS CEPAS DE A.
brasilense, INOCULACION Y VISUALIZACION DE COLONIZACION POR
MICROSCOPIA DE ESCANEO LASER CONFOCAL (CLSM).

Los experimentos con plantas se llevaron a cabo esencialmente como describid
(Ramirez-Mata et al. 2018) utilizando semillas de la variedad de trigo (Triticum
aestivum) 'Nana' y tierra obtenida del Campo Agricola Experimental del Valle de México
(INIFAP). Las semillas se esterilizaron superficialmente con hipoclorito de sodio al 1%
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(v/v) con agitacion (60 rpm) durante 30 minutos después de enjuagar con agua estéril,
después las semillas se sumergieron en 40 mL de una solucion que contenia 150 ug/
mL de cicloheximida 250 pg/mL de estreptomicina, 20 ug/mL de Tc y 150 ug/mL de
fluconazol, con agitacién a 60 rpm durante 10 minutos. Se colocaron 10 a 15 semillas
estériles en placas de medio agar - agua para su germinacion, se cubrieron con papel
aluminio y se dejaron por 3 dias en obscuridad a 30 °C. Al final del proceso de
desinfeccién, las semillas se enjuagaron cinco veces con agua estéril desmineralizada
durante 10 minutos. Con respecto a la inoculacién de las semillas, las cepas de A.
brasilense Sp245 (pMP2449-5), 12-A (pMP2449-5), C56A (pMP2449-5) y C40A
(PMP2449-5) se cultivaron en medio K-malato durante la noche a 30 °C con agitacion
(150 rpm). Se resuspendieron en medio K-malato 10° ufc/ml (OD 600 = 1.2). La
suspension se diluyé 100 veces en medio NFB* esterilizado a una densidad final de
aproximadamente 5 x 106 - 5 x 107 UFC/ml. Las plantulas inoculadas se mantuvieron
en tubos con 15 mL de solucién hidropdnica de Hoagland con NH4sNO3; (4 mM) en la
camara ambiental durante 7 dias en un ciclo de dia y noche (14 horas de luza 24 °Cy
10 horas de oscuridad a 16 °C) con una humedad del 80% de acuerdo a (Ramirez-
Mata et al. 2018). A los 7 dias después de la inoculacion, se determinaron las bacterias
colonizadoras mediante analisis por microscopia, se cortaron las muestras de raiz, se
humedecieron con agua esterilizada, se colocaron en porta objetos de vidrio con PBS y
se cubrieron con cubre objetos de vidrio. Se obtuvieron imagenes utilizando un Nikon
C2 + CLSM (Nikon, Tokio, Japdn) equipado con un objetivo CFI Plan Apo Lambda 20X
y dos laseres de helio-nedn para la excitacion del fluoréforo mCherry a longitudes de
onda de 540 nm y 650 nm y un laser de argon para excitacion de autofluorescencia a
488 nm. La morfologia celular y la localizacion de las cepas de A. brasilense Sp245
(PMP2449-5), 12-A (pMP2449-5), C56A (pMP2449-5) y C40A (pMP2449-5) se
evaluaron en las raices para evaluar la presencia de bacterias y biopeliculas.

7.9. CONDICIONES DE CRECIMIENTO EN PLANTAS, DE LAS CEPAS DE A.
brasilense, INOCULACION Y VISUALIZACION DE LA EXPRESION DE cdgD POR
MICROSCOPIA DE ESCANEO LASER CONFOCAL (CLSM).

Los experimentos con plantas se llevaron a cabo esencialmente como describid
(Ramirez-Mata et al. 2018) utilizando semillas de la variedad de trigo (Triticum
aestivum) 'Nana'. Las semillas se esterilizaron superficialmente con hipoclorito de sodio
al 1% (v/v) con agitacién (60 rpm) durante 30 minutos después de enjuagar con agua
estéril, después las semillas se sumergieron en 40 mL de una solucién que contenia
150 pg/ mL de cicloheximida 250 ug/mL de estreptomicina, 20 pg/mL de Tcy 150 pg/mL
de fluconazol, con agitacion a 60 rpm durante 10 minutos. Al final del proceso de
desinfeccién, las semillas se enjuagaron cinco veces con agua estéril desmineralizada
durante 10 minutos. Se colocaron 10 a 15 semillas estériles en placas de medio agar -
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agua para su germinacion, se cubrieron con papel aluminio y se dejaron por 3 dias en
obscuridad a 30 °C. Con respecto a la inoculacion de las semillas, las cepas de A.
brasilense (pPAZBRT7mChe) y FPDm1 se cultivaron en medio K-malato durante la
noche a 30 °C con agitacién (150 rpm). Se resuspendieron en medio K-malato 10° ufc/
ml (DO 600 = 1.2). La suspension se diluyo 100 veces en medio NFB* inoculando a una
densidad final de aproximadamente 5 x 106 - 5 x 107 UFC/ml. Las plantulas inoculadas
se colocaron en placas Petri con fondo de vidrio FluoroDish con solucion semisolida
hidroponica de Hoagland con NH4sNO3 (4 mM) en la camara ambiental con un ciclo de
dia y noche de (14 horas de luz a 24 °C y 10 horas de oscuridad a 16 °C) con una
humedad del 80% de acuerdo a (Ramirez-Mata et al. 2018). A partir de las 10 horas
post inoculacion, se determind la expresion de cdgD mediante analisis por microscopia,
se colocaron las placas FluoroDish con las plantulas inoculadas al microscopio para su
analisis. Se obtuvieron imagenes utilizando un Nikon C2 + CLSM (Nikon, Tokio, Japodn)
equipado con un objetivo CFI Plan Apo Lambda 20X y dos laseres de helio-nedn para
la excitacion del fluoré6foro mCherry a longitudes de onda de 540 nm y 650 nm y un
laser de argén para excitacion de autofluorescencia a 488 nm. La morfologia celular y
la localizaciéon de las cepas de A. brasilense (FPDm1 y pAZBRT7mCH) se evaluaron en
las raices para evaluar la expresion de cdgD en interaccion con las raices de las
plantas.

7.10. HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS PARA EL ANALISIS DE LA PROTEINA
CdgD.

La secuencia de la proteina CdgD de A. brasilense Sp245 se recupero de la base
de datos NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein; numero de acceso; CCC97824.1).
Para la anotacién inicial utilizando el servidor de tecnologia de subsistema (RAST). Las
predicciones del dominio de proteinas se adquirieron utilizando SMART (Letunic et al.,
2015; http://smart.embl-heidelberg.de), HMMER (Finn et al., 2015) y PROSITE (De
Castro et al. 2007). Para predecir e identificar regiones transmembrana, se utilizaron
las herramientas TMHMM (Krogh et al. 2001) y TMpred (Hofmann y Stoffel, 1993). La
visualizacion de las hélices transmembranales se realizdé con el programa HeliQuest
(Gautier et al. 2008). Las predicciones de estructura secundaria y tridimensional se
realizaron utilizando los programas Phyre2 e |-Tasser para detectar la organizacion del
dominio y para localizar la plantilla adecuada para los dominios CHASE y PAS-GGDEF-
EAL (Yang et al. 2015). Se obtuvieron modelos tridimensionales de CHASE (residuos
64-327) y PAS-GGDEF-EAL (residuos 378-946) utilizando los paquetes Phyre2 e I-
Tasser y se analizaron con el software Chimera (Pettersen et al. 2004), utilizando
siguientes estructuras cristalinas como plantillas estructurales: el dominio CHASE de
histidina quinasa 4 (AHK4) de Arabidopsis thaliana (Codigo PDB: 3T4J) (Hothorn et al.
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2012) y los dominios PAS-GGDEF-EAL de la proteina RbdA de Pseudomonas
aeruginosa (PDB Cadigo: 5XGB), (Liu et al.,2018).

7.11. CUANTIFICACION DE di-GMPc.

La cepas A. brasilense Sp245 (pFY4535), 12-A (pFY4535), C56A (pFY4535) y
C40A (pFY4535), fueron crecidas en medio NFB* con 30 pg/ml de Gm e incubadas por
24,48 y 72 horas a 30 °C. Las cepas fueron fijadas a la superficie de un cubre objetos
y se sellaron con un tapon de agar al 1%. Las imagenes de las células se recogieron a
las 24, 48 y 72 horas después de la inoculacion utilizando un microscopio Nikon
TE2000U equipado con un objetivo 100X (objetivo de inmersién en aceite). El RFI
representa la relacién entre las intensidades de fluorescencia de TurboRFP y AmCyan
y es directamente proporcional a los niveles de c-di-GMP.

7.12. CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE cdgD POR MICROSCOPIA
CONFOCAL.

Para la cuantificacion de la expresion de cdgD, por medio de la cantidad de
fluoresencia, se inocularon cepas de A. brasilense (pAZBRT7mChe) y FPDm1 en
medio minino NFB* adicionado con KNO3 o NH4Cl como fuente de nitrégeno, con una
DO a 600 nm de 0.01. Se cultivaron en agitaciéon (120 rpm) a 30 °C hasta que
alcanzaron una DO a 600 de 1.2 - 1.4, como lo describié (Arruebarrena et al. 2012).
Los cultivos se diluyeron a DO 600 de 0,01 y se inocularon en placas Petri con un
volumen de 3 mL en cada placa. Las placas se incubaron en camara humeda en
condiciones estaticas a 30 °C y se comenz06 a evaluar la expresion a las 10, 18, 24 y 48
horas post inoculacion utilizando un Nikon C2 + CLSM (Nikon, Tokio, Japdn) equipado
con un objetivo CFl Plan Apo Lambda 20X y dos laseres de helio-nedn para la
excitacion del fluoréforo mCherry a longitudes de onda de 540 nm y 650 nm y un laser
de argon para excitacion de autofluorescencia a 488 nm.

7.13. ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos se analizaron utilizando el programa Sigma-Plot. La prueba t de Student
se utilizé para determinar si la mutante afectd significativamente a todos los fenotipos
probados y la expresion del gen cdgD en las condiciones de crecimiento analizadas,
asi como los ensayos de colonizacion.

7.14. METODO DdCt.

El método DdCt fue uno de los primeros métodos utilizados para calcular los
resultados de la PCR en tiempo real. A diferencia de la curva estandar y del método
Pfaffl, DACt es un método de aproximacion y reduce mucho el esfuerzo experimental,
aparte de ser facil de implementar y se obtienen resultados de manera similar a otros
meétodos de no aproximacion.
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8. RESULTADOS.

8.1. CLASIFICACION DE CdgD.
Para comenzar con el analisis del gen cdgD que codifica para una proteina hibrida

CdgD, se realizdé un analisis bioinformatico para poder clasificar a esta proteina, con
base en la capacidad catalitica de sus dominios DGC/PDE. Para ello se realizé un
alineamiento de la secuencia nucleotidica de los dominios GGDEF y EAL de la proteina
CdgD, con proteinas con dominios similares que ya han sido probados en su actividad
catalitica y que ya se encuentran cristalizados, para poder evaluar motivos importantes
para la actividad catalitica de estos dominios. Para el analisis de dominio GGDEF de
CdgD se comparo con los dominios GGDEF de las proteinas WspR de P. aeruginosa y
PleD de C. crescentus. Aunado a estas proteinas se compararon los dominios GGDEF
de la misma proteina CdgD presente en otros genomas de Azospirillum; (BAl76528.1
de Azospirillum B510, WP_045584990 de A.thiophilum, WP_014250090 de A.lipoferum
4B, WP_063635905 de A.humicireducens, WP_063922630 de A.brasilense Az39 y
WP_051140186 de A.brasilense Sp7), los resultados se muestran en la figura 21.

A Sitio Activo 2
WspR SNRRHFDEYLEMEWRRSLREQSQLSLLMI =x =VA=EALRQVAGAIRE-
PleD HNRRYMTGQLDSLVKRATLGGDPVSALLIDIDF, EVLREFALRLAS-
A.lipoferum PNRVLLFDRIAQALREARREGSKVAVLF IDLOREKVINDSLGHSFEDEVLRSVARRLOA~
A.humicireducens PNRVLLFDRIAQALREARREGSKVAVLFIDLOREKVINDSLGHSFEGDEVLRSVARRLQA-
A.B510 PNRVLLYDRIAQALREARRDGTKVAVLFIDLDREKIINDSLEHSFEDEVLRSVARRLOA-
A.thiophilum PNRVLLYDRIAQALREARRDGSKLAVLFIDLOREKVINDSLEHSFEDEVLRSVARRLOA-
A.brasilense Az39 PNRVLLFDRIAQAAREARRDGARVAVLFIDLDREKIINDSLEHSFEGDEVLRSVARRLHG-
cdgD PNRVLLFDRIAQAARQARRDGGKVAVLF IDLDHFKVINDSLGHSFEDEVLRSVARRLEG-
A.brasilense Sp7 PNRVLLFDRIAQAARETRRDGGKVAVLF IDLDRFKVINDSLGHSFEDEVLRSVARRLHG-
* % : : . s *o*i:* ** i*::ﬁ' **i.**._* :

mmmmmmmmmmmmmmmmm

Sitio Inhibitorio . .
(RxxD) Sitio Activo 1
WspR YEGEEEFAMVLPGT-SPGGARLLAEKVRRTVESLQISHDQPRPGSHLTVSI
PleD CRY-VVIMPDT ALADALRIAERIRMHVSGSPFTVAHGREMLNVTISI

IVLRRVIEPEDAARVAEKVVAHLAS-PFTVG-~GONFVVTPSI
IVLRRVTEPEDAARVAEKVVAHLAS-PFTVG~-~GONFVVTPSI
ﬁ; IVLRRVTEPADAARVAEKVVAHLAS-PFPVG--GQSFVVTPSI

A.lipoferum
A.humicireducens
A.B510
A.thiophilum IVARRVTEPGDAARVAEKVVAHLAS~PFTVG~~GONFVVTPSI
A.brasilense Az39 IVVPNIETPGVAAAVAEKVMAQLAA-PFTIG~~GRNFVVSPSI
CdgD IVVPAIQKAAEAAAVAEKVLAQLAA-PFAIG~~GRNFVVSPSI

A.brasilense Sp7 GMIPT GRL-LIVVPAIRKPEEAAAVAERVLAQLAA-PFAIG--GRNFVVSPSI
W oRELAN 32 w o sREgs . 1r W

ey |

wwwwwwwwwwwwwww

Figura 21. Alineamientos de secuencias nucleotidicas de dominios GGDEF de diversas proteinas (A) Alineamiento correspondiente al

motivo del sitio activo 2 (B) Alineamiento correspondiente al sitio inhibitorio y sitio activo 1 del dominio GGDEF.
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Para el analisis del dominio EAL de CdgD, se compar6é con el dominio EAL de la
proteina RocR de P. aeruginosa, al mismo tiempo se realizd una comparacion con
diferentes genomas de Azospirillum, los resultados se muestran en la figura 22.

A
di-GMPc-1 MBS-1

RocR AELPSVADVVRGLDNGEFEAYY ALDGGGLIG WNHPHLGVLPPSHFLYVME
A.lipoferum 4B ERMDLEGSLRDATREGQLFLVY@PQVDTLTGRIVGLEALIRWRHPEEGLILPGRFLPVAE
A.humicireducens ERMDLEGSLRKATREGQLFLVY VDTLTGRIVGL.I RWRHPEEGLIMPGRFLPVAE
A.B510 ERMDLEGSLRRAIREGQLFLVYQ@PQVDTLTGRIVGLEALIRWRHPEEGLILPGRFLPVAE
A.thiophilum ERMDLEGSLRRAIREGELFLVY VDTLTGRIVG:.’.II‘RWRHPEEGTVLPGRFLPVAE
A.brasilense Az39 ERLDLEAALRRALQNRELFLVYQPQLRISDDLVVG RWRHPEAGLIMPNRFLPVAE

cdgD ERLDLEAALRRALQNRELFLVYQPOLRISDDLVVGVEALLRWRHPEAGLIMPNRFLPVAE
A.brasilense Sp7 ERLDLEAALRRALQNRELFLVYQPOLRISDDLVVGVEALLRWRHPEAGLIMPNRFLPVAE
o2 - .2 2 22 wwwe e o W W W AN _WW, N 3 W shE W W
4
"‘3
[ (Pave - ssesVobALR
W - W e
N~ T TEERE®f s srE RSl c
MBS-3 LOOP6
RocR PPSSVMFEITETGLISAPASSLENLVRLRIMGCGLAMDDFGAGYSSEDRLCEFPFSQIKL
A.lipoferum 4B SGPELEMSTLIDDVESAAATLGALKQRGVLI YLHRLPIDKLKI
A.humicireducens SGPELE STLIDDVESAAATLGALKQRGVLI YLHRLPIDKLKI
A.B510 SGPBLEIMSTLIGDVEAAAATLMALKERGVLI YLHRLPIDKLKI
A.thiophilum SGPELEI SSLIDDVEAAAETLAALKRRGVLI YLHRLPIDKLKI

A.brasilense Az39  QGWELEI TLIDDIPSAIATLRALKQRGCLI YLHRFPIDKLKI
cdgD QGWELEI TLIDDIPSAIATLRALKQRGCLI YLHRFPIDKLKI
A.brasilense Sp7 QGWELEIEVTEGTLIDDVPSAIATLRALKQRGCLIALDDEGTGYSSLNYLHRFPIDKLKI

LA W .. w L w sHh e NN RER NN N R - s e ok
s "3 - - - . =T e - - s s

Figura 22. Alineamientos de secuencias nucleotidicas de dominios EAL de diversas proteinas, realizados con el programa CLUSTAL X.
(A) Alineamiento correspondiente al motivo del sitio activo (B) Alineamiento correspondiente al LOOP6.

Como se observa en las figuras 21 y 22, los motivos importantes para poder llevar a
cabo una actividad catalitica, ya sea DGC o PDE, se encuentran conservados en la
proteina CdgD, por lo cual, con estos resultados podemos confirmar que esta
pertenece a la Clase | de la clasificacion de las proteinas hibridas, debido a que los
dominios GGDEF y EAL de CdgD, pudieran ser cataliticamente activos. De manera
adicional, se realizé el mismo analisis a las proteinas hibridas restantes, presentes en
A.brasilense Sp245, (CCC97222.1, CCC99238.1, CCD03331.1, CCC96788.1)
CCC99416.1, CCCO7047.1, CCD01243.1, CCD00829.1 y CCDO03171.1), cuyos
resultados se muestran en la seccion de Anexos 1. Es importante mencionar que en
este grupo de proteinas hibridas, no encontramos alguna que pertenezca a la Clase I,
indicando que en todas, al menos un dominio pudiera encontrarse cataliticamente
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activo y por ende la proteina en general puede presentar alguna funcionalidad de DGC
o PDE dentro de la bacteria.

8.2. Dominios auxiliares de CdgD.

Para poder tener una vision completa de la proteina CdgD, se realizé un analisis
de los dominios auxiliares que esta presenta en su estructura proteica, como se
observa en la Figura 23, CdgD presenta varios dominios auxiliares, los cuales resultan
de interés, para poder comprender mejor la funcion que esta proteina pudiera estar
desempenando en la bacteria.

| & 16 -
Figura 23. Estructura proteica de CdgD. (SMART®)

CdgD presenta varios dominios en su estructura proteica, los cuales presentan distintas
funciones, comenzando con dos dominios transmembranales que se encuentran
flanqueando al dominio CHASE, un dominio PAS (Per-Arnt-Sim), los cuales se han
descrito frecuentemente en proteinas implicadas en sefalizacion por su capacidad de
unir ligandos tipo hemo que a su vez captan oxigeno, éxido nitrico, o bien de ligar
compuestos tales como: FAD (Taylor & Zhulin, 1999; Qi et al. 2009). Cuenta también
con un dominio CHASE (cyclases/histidine kinases associated sensing extracellular), el
cual siempre se localiza en regiones extracelulares o periplasmicas, ubicado
exclusivamente entre regiones transmembranales (Mougel & Zhulin, 2001; Heyl et al.
2007), este dominio se encuentra en receptores transmembranales de bacterias y
plantas (Pas et al. 2004) y se predice que une ligandos de bajo peso molecular como
péptidos y la fitohormona citocinina (Pas et al. 2004; Ramirez-Mata et al. 2018; Hothorn

et al. 2011), se ha descrito su funcién en dos proteinas de sefializacién que controlan el
desarrollo en la amoeba Dictyostelium discoideum; la histidin cinasa DhkA y la adenil
ciclasa ACG. La cinasa DhKA detecta un pequefio péptido, el cual es liberado por las
células en tallo, y desencadena la esporulacién, en tanto que la cinasa ACG controla la
germinacion de las esporas de Dictyostelium. Este dominio se encuentra también en
una histidina cinasa de Arabidopsis thaliana, la cual regula la morfogenesis vascular de
la raiz (Mougel & Zhulin, 2001, Hothorn et al. 2012). y por ultimo presenta dominios
DGC y PDE, los cuales presentan regiones, con motivos GGDEF y EAL
respectivamente conservados. El dominio GGDEF consta de motivos conservados
incluyendo el sitio catalitico (D/E) y otros residuos involucrados en la union y
coordinacion de cation divalente, también se identific6 un motivo que actua como
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regulador de la funcion DGC, denominado sitio de inhibicion, el cual presenta un motivo
RxxD conservado. Mientras que el dominio EAL presenta los motivos necesarios
requeridos para la unién de cationes divalentes, también se identificé una estructura
denominada LOOPG, la cual controla la dimerizacion y la unién del sustrato, necesarios

para la actividad catalitica. Para poder visualizar mejor la organizacién global de CdgD,
realizamos un modelo global de esta proteina con todos sus componentes, el cual se
muestra a continuacion.

64-327

Periplasm 46 - 63
Inner
Membrane

Cytop!

670-689 H-Helix -

EAL
690 - 920

b6
COOH

Figura 24. Representacion grafica de los dominios presentes en la estructura proteica de CdgD. (SMART®)

Como se observa en la figura 24, estan esquematizados todos los componentes
presentes en la proteina CdgD, es aca en donde vemos que el dominio PAS esta
jugando un papel importante en las modificaciones estructurales, debido a que se
encuentra conectando el dominio CHASE que se encuentra en el periplasma y por otra
parte esta unido a los dominios cataliticos GGDEF y EAL, posiblemente este dominio
este funcionando como un regulador de la funcion catalitica de esta proteina, esto al
estar detectando sefales intracelulares o debido a una modificacion del dominio
CHASE que provoque alteraciones en la estructura de PAS, derivando en la actividad
ya sea de DGC o PDE. Esto es solo una hipétesis sobre la regulacion de la funcion de
esta proteina, la cual debe ser ser confirmada por medio de ensayos en trabajos
futuros.
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8.3. DISENO DE INICIADORES.

Con el objetivo de poder realizar ensayos de qPCR de manera correcta, es
necesario un excelente disefio de iniciadores para poder evaluar la expresién de cdgD.
Las caracteristicas de los iniciadores se han descrito en la seccién de métodos, sin
embargo, la busqueda de regiones unicas de cdgD, se complica un poco, debido a la
similitud en su estructura con otros genes que codifican tanto para proteinas hibridas
como de dominio unico (Figura 17). Es por ello que se decidié descartar la region
comun de cdgD que comparte con los demas genes, las cuales fueron los dominios
GGDEF y EAL, quedando las regiones de los dominios accesorios para dirigir la
busqueda de regiones unicas. En la siguiente figura se representa la region de cdgD en
donde se realizo el disefo de iniciadores.

B

Secuencia nucleotidica blanco. (Inicié L50 - Final T140, Tamario - 270pb).

5- CTTGCTGGCCGCGCTTCTCCTGACCGCCCTGGCTTGGCACGACACCCGGCAGCG
CGTCGCCGCGGACGCCGAAAGCCGCTTCGCCCTGCGGGTGGAGGAACTGCACC
GCCGGTTCGAGAACCAGATCCAGGTCTATGTTCAGGTGACGCGCTCCGCCGCCGC
CCTGTTCACCGCCTATCCGGAGGTGAAACGCACGGAATGGAACCGCTTCGTGGAC
GGGCTGCACCTCGCGGAGCGCTTCCCGGGCATCACCGCCGTCGCCTTCGCACG -3".

C

Max  Total Query E Per.
Score Score Cover value Ident

Description Accession

Azospirillum brasilense Sp245 chromosome 499 499 100% 3e-137 100.00% CP022253.1

Azospirillum brasilense Sp245 main chromosome complete genome 499 499 100% 3e-137 100.00% HES577327.1

Azospirillum brasilense strain Cd chromosome 1, complete sequence 407 407 99% 2e-109 94.03% CP033318.1

(<M<

Figura 25. Analisis de la secuencia nucleotidica blanco para el disefio de iniciadores de cdgD. (A) Regién blanco de la busqueda
de iniciadores (B) Secuencia nucleotidica de la region blanco (C) BLASTn de la regién blanco.

Como se observa en los resultados del analisis anterior, logramos encontrar una region

unica dentro de cdgD, la cual se encuentra en entre la primera region transmembranal
y el dominio CHASE flanqueada por los aminoacidos L50 y T140, como se observa en

40



la figura 25 A. Presenta un tamafo de 270 pb (Figura 25 C) y lo principal, se trata de
una region unica en el genoma de A.brasilense Sp245 como lo demuestran los
resultados del BLASTn (Figura 25 C). Dentro de esta region se realizé la busqueda de
los iniciadores para la identificacion de cdgD, los cuales fueron los siguientes qRT-
cdgDF y gRT-cdgDR (Tabla 3), el tamafio de amplicon esperado es de 85 pb. De forma
adicional se realiz6 el mismo analisis para los 9 genes restantes de las proteinas
hibridas de A.brasilense Sp245, los resultados se muestran en la seccion de Anexos 2.
Una vez concluidos los analisis bioinformaticos necesarios de los iniciadores, se
realizaron diversos ensayos de PCR punto final, para determinar las condiciones
optimas de trabajo, en las tablas 4 y 5 de la seccion de métodos, se muestran las
condiciones estandarizadas de reaccién de la PCR. En la figura 26 se muestra los
resultados de una PCR con las condiciones estandarizadas de reaccion, el cual se
realizé utilizando DNA gendmico.

MPM 1 2 3 4 5 6

1000 w———

Figura 26. Electroforetograma en geles de agarosa al 3 % carril: (MPM) Marcador de peso molecular PB (1)
CCDO03171.1, (2) CCC99416.1, (3) CCC97222.1, (4) CCCI7047.1, (5) cdgD y (6) CCC96788.1

En el carril 5 de la figura anterior observamos el amplicon correspondiente a cdgD, en
el cual no presenta amplificaciones inespecificas y el tamafio de amplicon es el
esperado, por lo cual nos esta confirmando que tanto el disefio de iniciadores y las
condiciones de reaccion fueron correctas. Con estas condiciones de trabajo
estandarizadas, se procedi6 a realizar ensayos de RT-PCR.

41



8.4. RT-PCR.

Con el objetivo de poder confirmar que el gen cdgD se esta expresando en
A.brasilense Sp245, se realizé un ensayo de RT-PCR. Previo a realizar este ensayo se
determinaron los tiempos asi como también las condiciones en las cuales sera
evaluada la expresion de cdgD. Para ello se realizaron curvas de crecimiento midiendo
densidad o6ptica (DO) del cultivo, observando el crecimiento de A.brasilense Sp245 en
condiciones de formacion de biopelicula y con agitacion, en medio minimo NFB
modificado (NFB*). En la siguiente grafica se presentan los resultados de tres ensayos
independientes de las curvas de crecimiento.

1.8
1.6
1.4

1.2

0.8

DO (600nm)

0.6

0.4

0.2

2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48
Tiempo (horas)

Grafica 1. Curvas de crecimiento de A. brasilense Sp245, en medio NFB*, en matraz de 150 ml de medio de
cultivo 53 % aire 47% medio. (Il ) Condiciones de formacién de biopelicula (. ) En condiciones de agitacion.

En la grafica 1 observamos que existen diferencias significativas en la cantidad de DO
de los cultivos, en condiciones de crecimiento diferentes, por lo cual se decidié evaluar
la expresion de cdgD en ambos casos a las 10 horas, que es cuando en ambas
graficas comienzan su fase exponencial y a las 48 horas que de acuerdo a las graficas
ambos cultivos se encuentran en fase estacionaria o fase de detencién del crecimiento.
Para corroborar que las bacterias han cambiado de estilo de vida, al pasar de un estilo
de vida movil o planctonica a un estado de vida sésil, se realizaron observaciones al
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microscopio en los tiempos seleccionados de 10 y 48 horas, las imagenes obtenidas se
muestran a continuacion.

Figura 27. Imagenes al microscopio 60 x, de cultivos de A. brasilense Sp245, bajo diferentes condiciones de
formacion de biopelicula (A,B) 10 y 48 horas de cultivo en condiciones de crecimiento estaticas (C,D) 10 y 48 horas
de cultivo en condiciones de crecimiento con agitacion.

Como se observa en las imagenes anteriores, las bacterias se encuentran en estilos de
vida diferentes, en ambas condiciones de crecimiento a las 10 horas las bacterias se
encuentran moviles mientras que a las 48 horas estas se encuentran formando
biopelicula, la bacteria es inmovil, la mayoria de las células se observaron en forma de
quisto y en agrupamientos (datos no presentados, observacion al microscopio 6ptico),
en la seccion de Anexos 3 se presentan vinculos a videos de los cultivos.

Una vez establecidos los tiempos de extraccion de RNA, se procedié a realizar el
ensayo RT-PCR, para identificar inicialmente si estos genes se estan expresando bajo
estas condiciones de crecimiento y en los tiempos determinados anteriormente. La
extraccion de RNA y su posterior sintesis de cDNA se llevaron a cabo respecto a los
protocolos descritos en la seccion de métodos. A continuacién se presentan los
resultados de los ensayos de RT-PCR, de manera adicional se incluyeron al ensayo el
resto de los genes correspondientes al grupo 1 de las proteinas hibridas de

43



A.brasilense Sp245, asi también los genes normalizadores glyA y gyrA descritos por
(McMillan et al 2014), los cuales seran utilizados en ensayos posteriores de qPCR.

10h 485 h

| [
3 ,7!)! NPM A gyA 1 2 3

100 pb
Figura 28. Electroforetograma en geles de agarosa al 3 % correspondiente al RT-PCR de los genes pertenecientes al grupo |,
tanto a 10 h 'y 48 horas. gyrA, glyA, (1) CCC97222.1, (2) CCC99416.1, (3) CCC97047.1, (4) cdgD, (5) CCD03171.1 y (6)
CCC96788.1. Realizado en medio NFB* en condiciones de formacién de biopelicula.
10 horas 48 horas
100 p

Figura 29. Electroforetograma en geles de agarosa al 3 % correspondiente al RT-PCR de los genes pertenecientes al grupo |,
tanto a 10 h y 48 horas. gyrA, glyA, (1) CCC97222.1, (2) CCC99416.1, (3) CCC97047.1, (4) cdgD, (5) CCD03171.1 y (6)
CCC96788.1. Realizado en medio NFB* en condiciones de agitacion.

En las figuras 28 y 29 se observan los resultados del ensayo RT-PCR correspondiente
a la expresiéon de los genes del grupo 1, en condiciones estaticas o de formacion de
biopelicula y en condiciones de agitacion. Los datos obtenidos en este ensayo indican
que, tanto a las 10 horas como a las 48 horas, estda presente el amplicon
correspondiente a cdgD (carril 4) y por ende se encuentra expresando bajo estas
condiciones. De manera interesante, este ensayo demostrd que no solo cdgD se esta
expresando, sino también el resto de genes del grupo 1 se estan expresando bajo
estas condiciones. La obtencién de estos resultados fueron de gran relevancia para el
desarrollo de esté trabajo, debido a que nos brindé la evidencia de que cdgD se esta
expresando y por consiguiente la bacteria en algun momento lo esta utilizando.
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8.5. BUSQUEDA E IDENTIFICACION DEL PROMOTOR DE cdgD.

Previo a realizar los ensayos de qPCR se realiz6é un analisis bioinformatico para la
localizacion e identificacion del promotor de cdgD, el cual sera utilizado para la
construccion de una fusidn transcripcional. Para ello se analizé el contexto genético
mediante el programa RAST, del locus dénde se encuentra el gen cdgD. Con este
analisis se observd que cdgD se encuentra en una regidén con 4 genes que presentan la
misma orientacion aparte de presentar regiones intergénicas cortas entre ellos (Figura
30). 1.- RFB (ribose-phosphate pyrophosphokinase), 2.- MBL(metallo-Beta-Lactamase),
3.- PH5 (hypothetical protein) y 4.- AZOBR_100210 (cdgD).

1.‘78.003| 1,480 ODCI 1,482 C'CCI ‘..‘8{3’:0' 1.486.COC|
< rec-coorr | D> maL s | <
1 2 3 4

Figura 30. Contexto genético del gen cdgD. (1) RFB (Ribose-phosphate pyrophosphokinase), (2) MBL(Metallo-Beta-
Lactamase), (3) PH5 (Hypothetical protein) y (4) AZOBR_100210 (cdgD).

Con el objetivo de descartar o confirmar, que este grupo de 4 genes se encuentran
formando un operon, se realizdé un analisis bioinformatico con el programa BPROM y
Softberry. Este analisis demostré que estos genes no se encuentran formando un
operon y cada uno de estos genes es una unidad transcripcional independiente, en la
figura 31 se muestran los resultados obtenidos.

Prediction of potential genes in microbial genomes
Time: Tue Jan 1 00:00:00 2005

Seq name: PcdgD

Length of sequence - 6135 bp

Number of predicted genes - 4

Number of transcription units - 2, operons - 1
N Tu/Op Conserved S Start End Score
pairs(N/Pv)
1 10p 1 . + CDS 1 - 885 536
2 1 0p 2 + CDS 964 - 2571 1046
3 1 0p 3 + CDS 2658 - 3164 351
4 2 Tu 1 + CDS 3289 - 6129 1789

Figura 31. Analisis bioinformatico del locus del gen cdgD. (BPROM © , Softberry © ).
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Con esta informacion, se procedio a realizar la busqueda del promotor del gen cdgD,
para ello se analizd la region intergénica rio arriba del gen, la cual consta de una
longitud de 126 pb. Con ayuda de programas bioinformaticos, como BPROM vy
Softberry, se realizé la busqueda de promotores en esta region, arrojandonos un
posible promotor, el cual corresponde a un promotor de tipo sigma 70, con una caja -10
(GGTTAAGGT) y una caja -35 (TTTTCG), en la siguiente figura se muestran los
resultados.

Reqidn intergenica 126 pb (en verde caijas -10 y -35; sigma 70)

A (Ju()- -u-u(;C sC(;u(;MGGGCGATTGCGGAMTATTTﬂ ACGCETTTCGCACGGCCG
ACCGGCC _GTCETTTCCTCCGETGGETTCCGEGAGGGCGETGGECEGTCA

>HE577327.1:1481156-1481281 Azospirillum brasilense
Sp245 main chromosome compl

Length of sequence- 126

Threshold for promoters - 0.20

Number of predicted promoters - 1
Promoter Pos: 80 LDF- 2.03

-10 box at pos. 65 GGTTAAGGT Score 43
-35 box at pos. 45 TTTTCG Score 28

Figura 32. Ubicacion del promotor del gen cdgD. (BPROM © , Softberry © ).

Analizando los elementos presentes en este promotor, observamos que cumple con las
caracteristicas necesarias para el correcto funcionamiento, las regiones -10 y -35 estan
separadas por una distancia de 15 pb y los elementos hexameéricos se encuentran a 7
pb del inicio de la transcripcion. Este tipo de promotor, es el mas comun en bacterias ya
que esta implicado en la transcripcién de la mayoria de los genes en las células en
crecimiento.

8.6. CONSTRUCCION DE LA FUSION TRANSCRIPCIONAL FPDm1.

Una vez identificado el promotor de cdgD, se clondé un fragmento de 400 pb que
contiene la region promotora, en un vector de mantenimiento pGEM-Teasy en donde se
amplificé y se envid a secuenciar utilizando los iniciadores M13, con lo cual se identifico
él fragmento clonado con un 100% de coincidencia (Anexo 4). Esta secuencia de 400
pb se clond en el vector suicida pAZBRT7mCherry como se describe en la parte de
meétodos, generando el plasmido denominado pAZBR-pcdgDT7mCh. Este ultimo
plasmido junto con el plasmido vacio pAZBRT7mCherry como control negativo, se
transformaron en E.coli S17.1 y se observo la fluorescencia en las cepas
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transformantes obtenidas en E.coli S17.1 con pAZBR-pcdgDT7mCh y la ausencia de
fluorescencia en E.coli S17.1 con pAZBRT7mCherry, los resultados se muestran a
continuacion.

pAZBA-podgDTImCh

pAZBR-T7mch 3
= . 10,834 by

10,391 bp

8000!
Qﬂaszleisue““’““aw

N

)

&
\)Q/

>

Membrane Frotein

Membrane Protein

(5063) Xhol SnaBI (5044)

1 12
93

Comtrol negatine (plismido vacio)

Figura 33. Construccion de la fusion transcripcional. (A) Plasmido suicida pAZBR-T7mch. (Marcos-Jiménez C,
2017) (B) Plasmido suicida con el promotor de cdgD pAZBR-pcdgDT7mCh (Este trabajo) (C) Transformantes de
E. coli S17.1, clonas crecidas en LB con Km y Tc, como presién de seleccion, vista a 24 horas de crecimiento con

agitacion. Transconjugantes 11, 12, 35, 95 y control negativo (vector vacio).

Se llevé a cabo una conjugacién entre las cepas donadoras E.coli S17.1 (pAZBR-

pcdgDT7mCh) y E.coli (PAZBRT7mCherry) con la cepa receptora A.brasilense Sp245.
La recombinacion se llevd a cabo en el cromosoma bacteriano en un locus neutro entre
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un gen que codifica para una proteina de membrana y una metiltransferasa, tal como lo
describe Marcos-Jiménez en 2017 (Anexo 5). Generando la cepa con la fusién
transcripcional FPDm1 y la cepa A.brasilenseT7TmChe como control negativo. En la
figura 34 se muestran los amplicones obtenidos de una PCR punto final realizada a
partir de DNA genomico de la transconjugantes obtenidas FPDm1, utilizando los
iniciadores MTF-Ncol-R y CMP-Pstl-F, los cuales flanquean la region en donde se lleva
a cabo la conjugacién, el tamafo esperado de amplicon es de 4452 pb (Anexo 6).

MPM wi C- 21 36 59

Figura 34. Electroferograma del PCR obtenido de transconjugantes. Carriles MPM - Marcador de peso molecular,
WT - DNA gendmico A. brasilense Sp245, 21, 56, 89 - Transconjugantes FPDm1. Se amplifico la region que se
encuentra entre los genes correspondientes a la proteina de membrana y la metiltransferasa, usando los
iniciadores CMP-Pstl-F y MTF-NcolR.

En la figura 34, observamos la comprobacion de las transconjugantes FPDm1, las
clonas 21 y 89, muestran el tamafo de amplicon esperado de 4452 pb, Sin embargo se
realizaron un serie de comprobaciones a las clonas obtenidas, las cuales se presentan
en el (Anexo 6). Con estas comprobaciones se tiene evidencia suficiente de que la
fusion transcripcional fue realizada de forma correcta, por lo que se procedié a realizar
los ensayos de cuantificacion de fluorescencia.

8.7. CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE cdgD POR gPCR Y FUSION
TRANSCRIPCIONAL.

8.7.1. CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE cdgD EN CONDICIONES
ESTATICAS.
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Previamente a realizar los ensayos de qPCR se evaluaron los parametros de
rango dinamico y eficiencia de amplificacion de los iniciadores utilizados, como se
muestra en la seccion de métodos. Los iniciadores evaluados fueron gyrAF, gyrAR,
gRT-cdgDF y gRT-cdgDR. Los resultados de este analisis se muestran en la seccion de
Anexo 7. Una vez que se corroboraron que los iniciadores presentan parametros de
funcionamiento adecuados, se realizaron los ensayos de qPCR, como se describe en la
seccion de métodos, correspondiente a los niveles de expresion de cdgD,
determinados por el método AACt, durante el proceso de formacién de biopelicula,
evaluando la expresiéon a las 10, 18, 24 y 48 horas de crecimiento de A.brasilense
Sp245, bajo condiciones de crecimiento estaticas, a 30 °C y en medio NFB*+KNO;. De
la misma forma se evaluaron los niveles de expresion de cdgD por medio de la fusién
trasncripcional FPDm1, a los mismos tiempos y bajo las mismas condiciones de
crecimiento que en el ensayo de gPCR, cuantificando la cantidad de fluorescencia
determinada por el Index y normalizada con la cantidad de proteinas totales, lo cual se

encuentra descrito en la seccion de métodos. En las siguientes imagenes se muestran
los resultados obtenidos.

A 4 r

32 | * *

2.8
2.4

cdgD (2-24ct)
N

1.6
1.2
0.8
0.4

0

10 18 24 48
Tiempo (horas)
B
Horas
10 18 24 48
cdgD (2-AAct) 1 1.10 2.72 2.14

Figura 35. Anélisis de la expresion del gen cdgD por qPCR durante la transicion de estilo de vida movil a sésil de

A. brasilense Sp245 en medio NFB*+KNQO3 en condiciones de formacion de biopelicula. Los niveles de expresion

se obtuvieron por el método AACt, utilizando el sofwere Applied Biosystem (StepOne plus). Los datos presentados

corresponden a 3 réplicas biolégicas provenientes de tres ensayos independientes y los asteriscos indican valores

de referencia significativas (p<0.05) usando la prueba T-student. (A) Grafica de niveles de expresion de cdgD (B)
Valores de cdgD (2-0ACt), 49



10 horas 3E+06

2.75E+06
2.5E+06
2.25E+06
18 horas
2E+06
1.75E+06
1.5E+06
24 horas 1.25E+06

1E+06

Index / mg de proteinas

7.5E+05

5E+05

48 horas
2.5E+05

OE+00

10 18 24 48

Tiempo (horas)

Horas
10 18 24 48

Index/mg de

proteina 9.4792E+04 1.80736E+05 2.252264E+07 1.966654E+06

Figura 36. Cuantificacion de la cantidad de fluorescencia (A) Micrografias de fluorescencia de la cepa A.
brasilense Sp245 (FPDm1), bajo condiciones de formacion de biopelicula, en medio NFB*+KNOs. (B) La
intensidad de fluorescencia se cuantifico por el sofwere ImagedJ y ésta fue normalizada con la cantidad de
proteinas totales. Las barras de error representan las desviaciones estandar de tres réplicas bioldgicas y los
asteriscos indican valores significativos (p<0.05) utilizando la prueba T-student. (C) Cantidad de Index normalizado
con la cantidad de proteinas.

Se analizaron los niveles de expresion de cdgD, bajo estas condiciones de crecimiento,
obtenidos en los ensayos anteriores, pedemos observar que se obtuvieron patrones de
expresion similares en ambas metodologias, en donde se identific6 por ambos
meétodos, un aumento escalonado de la expresion a partir de las 10 horas y hasta las
24 horas, con un decremento considerable a las 48 horas. Por lo tanto, ambos métodos
de cuantificacion, son confiables para la cuantificacién de la expresion de cdgD, bajo
estas condiciones de crecimiento.
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Este patron de expresion es interesante, debido a que esta indicando que conforme la
bacteria se encuentra transitando a un estado de vida de biopelicula, este gen a la par
va aumentando su expresion, por lo cual podria ser indicativo de que se encuentre
participando de manera activa en el proceso de formacién de biopelicula, lo cual
reforzaria los resultados obtenidos por Lara en 2018, en donde describe a CdgD con
funcion DGC.

8.7.2. CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE cdgD EN CONDICIONES DE
AGITACION.

De la misma forma que en los ensayos anteriores de cuantificacion de los niveles
de expresion de cdgD por qPCR vy fusion transcripcional, se realizaron los mismos
ensayos, pero ahora bajo condiciones de crecimiento de A.brasilense Sp245 con
agitacion a una velocidad de 120 rpm, a 30 °C y utilizando el mismo medio de cultivo
NFB*+KNO3;, como se describe en la seccidn de métodos. Los resultados obtenidos se

muestran a continuacion.

A
5
3
Q
3
°
)
20 4 + } + } + } + i
10 18 24 48
Tiempo (horas)
B
Horas
10 18 24 48
cdgD (2-AAcCt) 1 -3.37 -16.70 3.70

Figura 37. Andlisis de la expresion del gen cdgD por gPCR durante la transicion de estilo de vida mévil a sésil de A. brasilense
Sp245 en medio NFB*+KNOj3 en condiciones de agitacion. Los niveles de expresion se obtuvieron por el método AACH,
utilizando el sofwere Applied Biosystem (StepOne plus). Los datos presentados corresponden a 3 réplicas biolégicas
provenientes de tres ensayos independientes y los asteriscos indican valores de referencia significativas, respecto a (p<0.05),
usando la prueba T-student. (A) Grafica de niveles de expresion de cdgD (B) Valores de cdgD (2-AACt),
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Figura 38. Cuantificacion de la cantidad de fluorescencia (A) Micrografias de fluorescencia de la cepa A. brasilense Sp245 (FPDm1), bajo
condiciones crecimiento con agitacion, en medio NFB*+KNOs. (B) La intensidad de fluorescencia se cuantificé por el sofwere ImageJ y ésta
fue normalizada con la cantidad de proteinas totales. Las barras de error representan las desviaciones estandar de tres réplicas bioldgicas y

los asteriscos indican valores significativos (p<0.05) utilizando la prueba T-student. (C) Cantidad de Index normalizado con la cantidad de

proteinas.

De manera interesante, encontramos que los patrones de expresion de cdgD, en
condiciones de crecimiento con agitacion, presentan niveles de expresion negativas. En
la figura 37, podemos observar que este gen no esta siendo activado a partir de las 18
horas y hasta las 24 horas de crecimiento, con valores de hasta -16.7 veces menos,
respecto a las 10 horas de crecimiento, para posteriormente aumentar su expresion a
las 48 horas con un valor de 3.7 veces mas respecto a las 10 horas. La cuantificacion
de la expresion por medio de la fusidén trasncripcional FPDm1, encontramos patrones
de expresion similares a los resultados obtenidos por qPCR, ya que los niveles de
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intensidad de fluorescencia por mg de proteina, disminuyeron en dos ordenes de
magnitud a las 18 y 24 horas de crecimiento respecto a las 10 horas, para
posteriormente aumentar la cantidad de fluorescencia a las 48 horas, dando el mismo
patrén de expresién obtenido por gPCR, como se muestra en la figura 38. Por lo cual,
estos datos fueron corroborados por dos metodologias, indicandonos que bajo estas
condiciones de crecimiento, cdgD se encuentra siendo reprimido a las 18 y 24 horas de
crecimiento.

Con estos datos, podemos concluir que cdgD esta presentando diferentes patrones de
expresion de acuerdo a las condiciones de crecimiento, en este caso tenemos que
cdgD presenta un aumento de la expresion de forma escalonada, cuando A.brasilense
Sp245 es crecida en condiciones estaticas, en medio NFB*+KNO3 a 30 °C, mientras
que el patron de expresiéon es diferente, en condiciones de crecimiento con agitacion,
en medio NFB*+KNO3 a 30°C, ya que la expresién de cdgD no se encuentra siendo
activado a las 18 y 24 horas de crecimiento.

8.7.3. EFECTO DE LA AGITACION EN LA EXPRESION DE cdgD.

Con el objetivo de tratar de comprender del porque de la diferencia en los
patrones de expresidn de cdgD, bajo condiciones de crecimiento estaticas y con
agitacion, se realizaron curvas de crecimiento y observaciones al microscopio de
A.brasilense Sp245 en los mismos tiempos evaluados en los ensayos de qPCR y fusion
transcripcional. Las curvas de crecimiento se realizaron bajo las mismas condiciones
previamente reportadas para cada caso, midiendo en este ensayo la DO de cada
cultivo y la cantidad de biomasa reportada con la cantidad de proteinas totales, las
observaciones al microscopio se realizaron en un microscopio confocal, a continuacion
se muestran los resultados obtenidos.

A 20 T 70
1.8 4+ 63

1 w

16 1 56 0

1 ©

_ 1.5 1 49 §

13 1

£ T 42 §

o 1.1 1 <

S 135 9

€ 09 Edi e 2

(@] i o

2 07 . a

0.5 - 21 O

[ (o]

0.4 14 £
0.2 hd
0.0 0

Tiempo (horas) 53



70
63
56
49
42
35
28
21
14

DO (600 nm)
mg de proteinas totales

0.0 =t .- 0
2 4 6 81012141618202224262830323436384042444648
Tiempo (horas)

Grafica 2. Curvas de crecimiento bajo diferentes condiciones de crecimiento de A. brasilense Sp245, midiendo la
densidad optica (DO) a 600 nm y mg de proteinas totales, en medio NFB*+KNOs. (A) Condiciones de crecimiento
estaticas o de formacién de biopelicula y (B) Condiciones de crecimiento con agitacion.

Figura 39. Observaciones al microscopio con un objetivo de (60 X) de cultivos de de A. brasilense. Microfotografias obtenidas de alicuotas de
cultivos a diferentes tiempos, en medio NFB*+ KNOs. (A) Condiciones de crecimiento estaticas y (B) Condiciones de crecimiento con
agitacion. (A1, B1) 10 horas de crecimiento, (A2, B2) 18 horas de crecimiento, (A3, B3) 24 horas de crecimiento y (A4, B4) 48 horas de
crecimiento, en condiciones de crecimiento con agitacion.
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Analizando los resultados anteriores, podemos observar que el comportamiento del
crecimiento de A.brasilense Sp245 cuando se crece en condiciones de agitacion, es
muy diferente a cuando se crece en condiciones estaticas o de formacién de
biopelicula, en la grafica 2 se observan las diferencias en la cantidad de DO, teniendo
valores mayores en condiciones de agitacion, al mismo tiempo la cantidad de biomasa
generada es alrededor de 20 mg mas de proteinas en condiciones de agitacion.
Respecto a la formacion de biopelicula, observamos que existe una mayor formacion
en condiciones estaticas, ya que desde las 18 horas de crecimiento se comienza a
formar, teniendo una biopelicula homogénea a partir de las 24 y hasta las 48 horas,
como se observa en la figura 39 (A1 - A4). Por el contrario, en condiciones de
crecimiento con agitacion, la formacion de biopelicula no se observa, sino hasta las 24
horas que comienza a formarse y a las 48 horas de crecimiento se observa una
biopelicula no homogénea, como se observa en la imagen 39 (B1 - B4) Este efecto
podria estar siendo atribuido al retraso de formacion de la biopelicula, debido a que el
cultivo se encuentra en agitacién constante, impidiendo que la bacteria se adhiera a las
superficies 0 se agrupe para poder comenzar a formar biopelicula, al igual que las
cantidades de oxigeno disuelto en el medio, impide las condiciones necesarias para el
desarrollo de biopelicula, debido a que A.brasilense Sp245 es microaerofilica. Tomando
como referencia los patrones de expresion de cdgD en condiciones de formacion de
biopelicula obtenidos por gPCR y FPDm1 (Figuras 35 y 36), observamos que este gen
aumenta su expresion conforme avanza el proceso de formacion de biopelicula, esto
podria explicar los patrones de expresion negativos que observamos cuando la bacteria
el crecida en agitacion, ya que debido a que el proceso de formacion de biopelicula es
mas lento bajo estas condiciones, este gen se encuentra reprimido y es hasta el lapso
de las 24 a las 48 horas de crecimiento, cuando se comienzan a presentar estructuras
parecidas a biopeliculas y en este periodo aumenta considerablemente su expresion
(Figuras 37 y 38).

Podemos observar también la presencia de pequefios aglomerados bacterianos a las
24 horas de crecimiento en condiciones de crecimiento con agitacion, los cuales han
sido denominados como “flocs”, como se observa en la figura 39 B3 y 40.

Figura 40. Observaciones al microscopio con un objetivo de (60 X) de cultivos de de A. brasilense. Microfotografias de
flocs obtenidas de cultivos con 24 horas de crecimiento, en condiciones de crecimiento con agitacién y en medio 55
NFB*+ KNOs.



Estas estructuras denominadas como flocs o floculos han sido descritas previamente
por (Alexandre et al 2015), en cultivos con agitaciéon de A.brasilense Sp245. Estas
estructuras han sido descritas como elementos de proteccion y resistencia ya que
limitan la difusion de compuestos, protege a las bacterias de altas concentraciones de
oxigeno, aparte de que son estructuras antecesoras de la floculacion y dan inici6 a la
formacion de biopelicula. La aparicion de estas estructuras a las 24 horas de
crecimiento en condiciones de agitacion, coincide con el aumento en la expresion de
cdgD, ya que cuando las bacterias generan estas estructuras, pueden controlar los
niveles internos de oxigeno y en consecuencia brindando las condiciones necesarias
para el desarrollo de biopelicula y por ende los niveles de expresiéon de cdgD
comienzan a aumentar, como se muestra en las figuras 37 y 38.

8.7.4. CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE cdgD EN CONDICIONES DE
CRECIMIENTO CON DIFERENTE FUENTE DE NITROGENO.

Con el objetivo de analizar el comportamiento de cdgD bajo diferentes
condiciones de crecimiento, se decididé evaluar la expresién de este gen variando solo
la fuente de nitrogeno del medio de cultivo, sustituyendo el medio NFB*+KNO3 por
NFB*+NH4CL, dejando las condiciones de crecimiento estaticas o de formacion de
biopelicula y cultivadas a 30 °C, como se describe en la seccion de métodos. Los
niveles de expresion de cdgD fueron evaluadas por qPCR y por la fusion transcripcional
FPDm1, a los mismos tiempos que en los ensayos anteriores 10, 18, 24 y 48 horas.
Los resultados obtenidos fueron comparados con los valores de expresion de cdgD en
medio NFB*+KNOgs, en condiciones de crecimiento estaticas. Los resultados se
muestran a continuacion.
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Figura 41. Comparacion de los niveles de expresion de cdgD en condiciones de crecimiento estatico con medio NFB*+KNOs ( [ | )

contra los niveles de expresion de cdgD en medio NFB*+NH4Cl (D ). Resultado de tres experimentos independientes. El asterisco
* indica la significancia estadistica P < 0.05 empleando la Student’s T. La tabla presenta las relaciones KNO3/NH4Cl. (A)
Comparacion grafica de los niveles de expresion del gen cdgD (B) Tabla de niveles de expresion del cdgD.
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Figura 42. Comparacion de la cantidad de fluorescencia obtenida por FPDm1. (A) Micrografias de fluorescencia de la cepa A. brasilense Sp245
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Analizando los resultados de los ensayos anteriores, se observa claramente una
diferencia en los patrones de expresion de cdgD, cuando A.brasilense Sp245 es
crecida con diferentes fuentes de nitrégeno. En la figura 41, correspondiente a la
comparacion de los niveles de expresion evaluados por gPCR, es notoria una
disminucién de la expresion de cdgD cuando la bacteria es crecida en medio
NFB*+NH4Cl, con una disminucién promedio de 1 vez de cambio o fold change,
respecto a cuando la bacteria es crecida en medio NFB*+KNOs. Aparte de la
disminucién en los valores de expresion, el patrén de expresién de cdgD en presencia
de NH4Cl en el medio, es diferente, ya que no presenta una expresion progresiva como
con el anterior medio, para este nuevo patrén de expresion tenemos un decremento a
las 18 horas de crecimiento, posteriormente un aumento considerable a las 24 horas y
de nuevo un decremento a las 48 horas.

Respecto a la comparacion de los niveles de la expresion de cdgD por medio de la
fusidn transcripcional FPDm1 bajo estas dos fuentes de nitrégeno, encontramos
patrones de expresion similares a los obtenidos por gPCR, en la figura 42 observamos
los resultados de este ensayo. En la figura 42 B se observan los valores de expresion
de cdgD para cada medio de cultivo, en donde se presentan niveles de fluorescencia
menores cuando la bacteria es crecida en NFB*+NH4Cl, con una disminucion de 1y
hasta 2 ordenes de magnitud respecto a los niveles de expresion cuando es crecida
con KNO:s. Los niveles de expresion de cdgD obtenidos por la FPDm1, con el medio de
cultivo NFB*+NH4Cl, presentan el mismo patrén de expresion obtenido por gPCR, con
un decremento en la expresion a las 18 horas respecto a las 10 horas de crecimiento,
para posterior aumentar considerablemente a las 24 horas y disminuir de nuevo a las
48 horas. Con estos resultados se pueden concluir dos cosas, la primera es que los
métodos seleccionados para la cuantificacion de la expresion son robustos y
confiables, aparte de que por ambos métodos estamos obteniendo patrones de
expresion similares, lo cual nos da confianza en los resultados obtenidos y la segunda,
es que la fuente de nitrogeno, es especifico NH4Cl puede estar presentando
implicaciones metabdlicas en el crecimiento de la bacteria, las cuales pueden repercutir
directamente en la formacion de biopelicula y en consecuencia en la expresion de
cdgD.

8.7.5. EFECTO DE LA FUENTE DE NITROGENO SOBRE LA EXPRESION DE cdgD
EN A.brasilense Sp245.

Con el objetivo de indagar mas acerca del efecto de la fuente de nitrégeno, sobre
el crecimiento de A.brasilense Sp245 y por consiguiente en las afectaciones a la
expresion de cdgD, cuando la bacteria es crecida en medio NFB*+NH4ClI. Se realizaron
curvas de crecimiento bacterianas, en ambos medios de cultivo NFB*+KNO3 vy
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NFB*+NH4Cl, en condiciones estaticas o de formacion de biopelicula a 30 °C, midiendo
la DO a 600 nm de los cultivos bacterianos, la cantidad de proteinas totales, también se
realizaron observaciones al microscopio de los cultivos bacterianos a diferentes
tiempos de crecimiento y por ultimo se realizo un ensayo de formacion de biopelicula
en ambos medios, el protocolo se muestra en la seccién de métodos. A continuacion se
presentan los resultados.
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Figura 43. Curvas de crecimiento de A. brasilense Sp245, determinando la densidad éptica de los cultivos (DO) a
600 nm y la cantidad de miligramos de proteinas totales, en medio NFB* con diferentes fuentes de nitrdgeno (A) 59
NFB*+KNO3 y (B) NFB*+NH4Cl.



Figura 44. Observaciones al microscopio con el objetivo (60 X) de un cultivo de A. brasilense Sp245. Microfotografias
obtenidas de alicuotas de cultivos a diferentes tiempos de crecimiento, en medio NFB* con diferentes fuentes de nitrégeno y
en condiciones de crecimiento estaticas o de formacion de biopelicula (A1) 10 horas de crecimiento en medio NFB*+KNOs,
(A2) 48 horas de crecimiento en medio NFB*+KNO3, (B1) 10 horas de crecimiento en medio NFB*+NH4Cl y (B2) 48 horas de
crecimiento en medio NFB*+NH4Cl.
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Figura 45. Formacion de biopelicula con 2 dias de crecimiento de la cepa A.brasilense Sp245 en medios de cultivo con diferentes
fuentes de nitrogeno. Las barras representan el error de desviacion estandar de tres réplicas bioldgicas y los asteriscos indican
valores significativos (p<0.05) utilizando la prueba T-student.
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En los ensayos anteriores, podemos observar que existe un comportamiento diferente
en el crecimiento de A.brasilense Sp245, cuando es crecida en medios con fuentes de
nitrégeno diferentes. En la figura 43 se observa una mayor cantidad de DO en el cultivo
bacteriano con el medio NFB*+NH4Cl, asi también presenta una mayor cantidad de
biomasa producida, con alrededor de =40 mg de proteinas totales vs =32 mg de
proteinas totales producidas en el medio NFB*+KNOs3. Respecto a las imagenes de
cultivos bacterianos obtenidas por microscopia, se pueden observar diferencias en la
formacion de biopelicula, los cultivos bacterianos en medio NFB*+KNO3 presentan una
biopelicula uniforme a las 48 horas de crecimiento, como se observa en la figura 44 A2,
mientras que la formacion de biopelicula al mismo tiempo de crecimiento, pero con el
medio NFB*+NH4Cl presenta una estructura poco uniforme de biopelicula, se observan
pequefios agregados individuales, como se observa en la figura 44 B2. Estos ultimos
resultados fueron complementados con un ensayo de cuantificacion de formacién de
biopelicula por medio de la técnica de cristal violeta, como se muestra en la figura 45,
en donde se observa una disminucion considerable de formacion de biopelicula de
A.brasilense Sp245 crecida en medio NFB*+NH4ClI. Estos resultados estan sugiriendo
que la bacteria esta presentando una deficiencia en la formacion de biopelicula cuando
es crecida en el medio NFB*+NH4ClI, probablemente por la presencia o ausencia de
exopolisacaridos importantes contribuyentes a la formacion de la matriz de la
biopelicula, como se describié previamente (Okon & Burman, 2012). Estas deficiencias
en la formacion de biopelicula, pueden ser las causantes de que los niveles de
expresion de cdgD se vean reducidos, debido a que esté gen se comienza a expresar
cuando la bacteria se encuentra transitando al estilo de vida sesil o de biopelicula.
Resultados similares ya han sido reportados previamente por Arruebarrena en 2012, en
donde describié afectaciones importantes en la formacion de biopelicula por parte de
un cultivo de 5 dias de A.brasilense Sp245, cuando es crecida en medio NFB*+NH4Cl,
en condiciones de formacion de biopelicula, en la figura 46 se presentan los resultados
obtenidos por Arruebarrena 2012.
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Figura 46. Formacion de biopelicula de la cepa A.brasilense Sp245, en medio NfB* adicionado con diferentes
fuentes de nitrdgeno KNOs y NH4Cl) (A) Cuantificacion de biopelicula por cristal violeta (B) Imagenes de biopelicula
en microscopio confocal (Arruebarrena et al., 2012) 61



Con base a los ensayos realizados por Arruebarrena, describe las implicaciones que
presenta el nitrito (NO2"), el cual es un intermediario que resulta de la desnitrificacion de
KNOs, presente en el medio NFB*+KNO3 ( NOs- - NO2- - NO - N20O ) El nitrito (NO2’)
pareciera estar favoreciendo la formacion de biopelicula, debido a que se encuentra en
grades concentraciones en el medio de cultivo a los 1, 3 y 5 dias de crecimiento y la
formacion de biopelicula en estas condiciones es mayor (Figura 46 B). Sin embargo
estas cantidades de nitrito no estan presentes en el cultivo bacteriano cuando se utiliza
NH4Cl como fuente de nitrégeno y la formacion de biopelicula se ve afectada como se
muestra en la siguiente figura.
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Figura 47. Cuantificacion relativa de NO2- en cultivos bacterianos crecidos con diferentes fuentes de nitrégeno
NFB*+NH4Cl y NFB*+KNO3 (Arruebarrena et al., 2012).

En la figura 47 podemos observar que las cantidades de NOz- en cultivos bacterianos a
los 1, 3 y 5 dias de crecimiento, en medio NFB*+KNOs3, son hasta 20 veces mas que
cuando se crecen los cultivos con NFB*+NH4CI. Es por ello que el nitrito esta jugando
un papel fundamental en el proceso de formacion de biopelicula, aun falta por discernir
los mecanismos por los cuales esta molécula esta regulando la formacion de
biopelicula.

8.8. ANALISIS DE LA EXPRESION DE cdgD EN ASOCIACION CON LAS RAICES
DE TRIGO.

Con el objetivo de confirmar o descartar la participacion de CdgD durante el
proceso de colonizacién de A.brasilense Sp245 a las raices de la planta de trigo, se
llevd a cabo un ensayo de colonizacion, utilizando la cepa creada FPDm1, la cual

62



presenta una fusion transcripcional y la cepa A.brasilenseT7mChe como control
negativo. En este ensayo se inocularon ambas cepas por separado a plantulas de trigo
y se evaluod la expresion de cdgD por medio la expresiéon de la proteina mCherry cuya
fluorescencia es de color rojo, como se indica en la seccion de métodos. Este ensayo
se llevo a cabo en placas fluorodish, la ventaja de usar estas placas es que nos permite
evitar la manipulacion de la planta para poder observar al microscopio, con estas
placas podemos acoplarlas perfectamente al microscopio y observar las muestras sin
necesidad de realizar cortes o tomar las raices con las manos. Los resultados de este
ensayo se muestran a continuacion.

A. brasilense TTmChe A. brasilense FPDm1

Figura 48. Ensayo de expresion del gen cdgD en asociacion con la raiz (A) 10 horas y (B) 48 horas. Expresién de la fusién trasncripcional
(FPDm1) de células de A.brasilense, inoculadas en solucién hidropdnica junto con plantas de trigo. Para la visualizaciéon de mCherry, se
observaron las raices de las plantas a las 24 horas y 48 horas post — inoculacion. A la izquierda, raices de trigo de plantulas inoculadas con la
cepa de control A. brasilense T7TmCh. Derecha, raices de plantulas de trigo inoculadas con la cepa A. brasilense FPDm1. Las células que exhiben
fluorescencia de mCherry se visualizaron usando un CLSM con una longitud de onda de excitacion de 561 nm, con emision de fluorescencia
capturada entre 585 nm y 615 nm. Posteriormente, las imagenes se editaron utilizando los elementos NIS estandar en el software Nikon.

Analizando los resultados obtenidos de los ensayos de interaccion de FPDm1 y
A.brasilenseT7mChe con las raices. Se observa que a las 24 horas de interaccion post-
inoculacion, de las cepas con las raices, en ambos casos no presentan fluorescencia,
indicando que aun no hay expresiéon de cdgD y el control negativo de igual forma no se
observa fluoresencia roja, lo cual es lo esperado (Figura 48 A). A las 48 horas post-
inoculaciéon se observa que FPDm1 comienza a presentar una fluorescencia roja, lo
que es indicativo de que cdgD se esta comenzando a expresar, mientras que el control
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negativo permanece sin cambios en la fluorescencia (Figura 48 B), lo cual nos da
certeza de que la fluorescencia roja presente en los ensayos con FPDm1, es producto
de la expresion de cdgD. Con este ensayo podemos asegurar que cdgD se esta
expresando en interaccion con la raiz de la planta y por consecuencia CdgD esta
participando en el proceso de colonizacién de A. brasilense Sp245 hacia las raices de
las plantas a partir de las 48 horas de interaccion. Los datos obtenidos en este ensayo
fueron de gran relevancia para la investigacion, ya que se logré registrar y ubicar la
expresion del gen cdgD en tiempo real en la periferia de las raices, es de importancia
recalcar que existen pocos ensayos de este tipo, en donde se puede evaluar los niveles
de expresion en tiempo real y en las condiciones mas cercanas a las naturales, sin
alterar las condiciones del sistema vegetal.

8.9. ENSAYOS DE COLONIZACION DE RAICES DE PLANTAS DE TRIGO.

Sé decidio evaluar la colonizacion de la raiz de la planta de trigo con las cepas
A.brasilense Sp245, la mutante por insercion de cdgD 12-A, la cepa complementada
C56A y la cepa control C40A, la cual presenta el plasmido vacio en el fondo genético
de la mutante 12-A. Para este ensayo se realizd bajo dos condiciones de colonizacién,
la primera fue en solucion hidropénica (Figura 49) y la segunda fue usando suelo de
uso agricola del estado de Puebla como sustrato (Figura 50), los detalles de este
protocolo se encuentran en la seccion de métodos. En las siguientes figuras se
presentan los resultados de estos ensayos.
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Figura 49. Ensayos de colonizacion de planta de raiz de trigo. Colonizacion de la raiz, usando condiciones de crecimiento en
solucién hidropdénica, descritas en la seccion de métodos El resultado corresponde el analisis de seis plantas inoculadas con cada
las cepas Sp245, 12-A, C56A y C40A, con aproximadamente 7 x 107 ufc/mL, se presenta el resultado de tres ensayos
independientes, con la desviacion estandar respectiva.
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Figura 50. Ensayos de colonizacion de planta de raiz de trigo. Colonizacion de la raiz, usando condiciones de crecimiento en suelo,

descritas en la seccion de métodos El resultado corresponde el analisis de seis plantas inoculadas con cada las cepas Sp245, 12-
A, C56A y C40A, con aproximadamente 7 x 107 ufc/mL, se presenta el resultado de tres ensayos independientes, con la desviaciéon

estandar respectiva.

Con base a los resultados obtenidos de los ensayos de colonizacion en solucion
hidroponica, presentados en la figura 49, se aprecia que las cepas evaluadas, no
presentan diferencias significativas en los valores de colonizacion de la raiz de la planta
de trigo, este resultado pudo haberse presentado debido a las faciles condiciones de
colonizacion que presenta la solucion hidropdnica, ya que la bacteria puede movilizarse
facilmente a través del medio liquido, favorece la movilizacion y el contacto con la raiz
de la planta. En contraste, en el segundo experimento, donde se utilizaron condiciones
de colonizacion relativamente mas naturales, usando suelo estéril de cultivo como
sustrato, los resultados fueron contrastantes, en la figura 50 observamos que la cepa
mutante 12-A se encuentra afectada en la colonizacién de la raiz y a su vez la cepa
complementada C56A recupera el fenotipo de colonizacion a niveles incluso superiores
que la cepa silvestre A. brasilense 245. Con estos resultados, nos esta reforzando la
teoria de que este gen es de importancia en el proceso de colonizacién, debido a que
observamos que se esta expresando a las 48 horas en interaccion con las raices de las
plantas y observamos una disminucién en la colonizacion, cuando esté gen se
encuentra mutado. Los datos de colonizacion fueron corroborados por medio de
microscopia confocal, ya que contamos en el laboratorio con las cepas A.brasilense
Sp245, 12-A, C56A y C40A marcadas con la proteina autofluorescente mCherry. Los
resultados se muestran a continuacion.
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A. brasilense Sp245 A. brasilense 12-A A. brasilense C-56A A. brasilense C-40A
(pMP 2449-5) (pMP 2449-5) (pMP 2449-5) (pMP 2449-5)

Autofluorescence

mCheny

Figura 51. Ensayos de colonizacion (bacteria - planta), de las cepas marcadas con la proteina fluorescente mCherry Sp245, 12-A,
C56A y C40A evaluadas a las 48 horas de interaccion con la raiz.

Observando los resultados obtenidos en la figura 51, vemos diferentes patrones de
colonizacion, para la cepa WT, vemos un patron en donde las bacterias, parecieran
encontrarse sobre la superficie de la raiz, posiblemente se encuentren internalizando
hacia la raiz de la planta, el mismo efecto es observable con la cepa C56A, en
contraste vemos los resultados de la cepa 12-A, en donde la fluorescencia roja
pareciera encontrarse mas intensa y dispersa a lo largo de la raiz, pareciera que la
cepa 12-A, presenta dificultades para poder internalizar a la raiz, con estos resultados y
los anteriores ensayos de colonizacién, podemos reforzar la idea de que la cepa 12-A
se encuentra disminuida en la capacidad de colonizar la raiz.

8.10. DETERMINACION DE LOS NIVELES CELULARES DE di-GMPc.
Con el objetivo de analizar el efecto de la mutante del gen cdgD A. brasilense 12-
A y comparar lo con las cepas silvestre A. brasilense Sp245, y la mutante
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complementada A. brasilense C56A procedimos a determinar los niveles intracelulares
del di-GMPc. Para lo cual se empled el plasmido reportero pFY4535 donde el
riboswitch detecta los niveles del segundo mensajero. Este analisis se realizd
cuantificando la intensidad de fluorescencia del riboswitch, derivado del cociente de la
intensidad de Turbo RFP y AmCyan , el cual es directamente proporcional a los niveles
intracelulares de di-GMPc. Para este ensayo se trabajaron con dos plasmidos, que
contienen el riboswitch (Figura 52).
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Figura 52. Mapa de los plasmidos que contienen el riboswitch (A) pDZ-1 y (B) pDZ-2.

Para efectos practicos del ensayo, se decidié trabajar con el plasmido
pDZ-1(pFY4535), por lo cual se transformaron con este plasmido las cepas Sp245, 12-
A, C56A y C40A, posteriormente se realizaron observaciones al microscopio de
fluoresencia, para detectar una intensidad de sefial homogénea de las cepas, las
cuales se ven de la siguiente manera (Figura 53).

A

Figura 53. Micrografias de un cultivo de A.brasilense Sp245 con el plasmido pDZ-1 (pFY4535) usando Confocal laser
scanning microscopy (CLSM) Inverted CLSM (Nikon C2+ confocal microscope system). (A) AmCyan y (B) Turbo RFP.



Una vez que se corroboré que las cepas presentan fluorescencia (Anexo 8), se
evaluaron los niveles de di-GMPc de cultivos en condiciones de agitacion, fijandolas en
agar suave (Métodos), los resultados se muestran a continuacion.

48h

ll(’

Figura 54. Determinacion de los niveles intracelulares del di-GMPc. Las cepas de A. brasilense Sp 245 (Blanco), 12-A (Gris
obscuro), C56A (Negro) y C40A (Gris claro). Contienen el biosensor de c-di.GMP (pFY4535), éstas se crecieron en medio
NFB*+KNO3 y 30 ug/ml de Gm e incubadas por 24, 48 y 72 h a 30 °C en agitacion. Las cepas fueron fijadas a la superficie de un
cubreobjetos y se sellaron con un tapén de agar al 1 %. Las imagenes de las células se tomaron a las 24, 48 y 72 h después de
la inoculacion utilizando un microscopio Nikon TE2000U equipado con un objetivo 100X. B. EI RFI representa la relacion entre
las intensidades de fluorescencia de TurboRFP y AmCyan y es directamente proporcional a los niveles de c-di-GMP. Los valores
de RFI representan las desviaciones estandar de tres réplicas biolégicas y son diferencias significativas indicadas en * P <0.05
usando la prueba t de Student.

Relative fluorescent Intensity
(TurboRFP/AmCyan)

En la figura 54 B podemos observar el resultado del cociente de la intensidad de
fluorescencia de TurboRFP sobre la intensidad de fluoresencia de AmCyan, este
cociente es directamente proporcional a la cantidad presente de di-GMPc. Como era de
esperar la cepa mutante 12-A mostré una disminucién en los niveles de di-GMPc en
comparacion con la cepa silvestre A.brasilense Sp245. Se observd una reduccion de
aproximadamente un 61% y 24% en los niveles del di-GMPc de la cepa 12-A en
comparacién de los cultivos de A.brasilense Sp245 a las 24 y 48 horas
respectivamente. Esta disminucion del segundo mensajero se recupera a las 72 horas,
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potencialmente debido a los efectos compensatorios de otras proteinas DGC que se
encuentran presentes en el genoma de A.brasilense Sp245. Por otra parte, la cepa
complementada C56A no presenta diferencias significativas en la produccién de di-
GMPc respecto a la cepa silvestre y el control C40A con el plasmido vacio presenta un
comportamiento similar a la mutante 12-A. De manera preliminar se comenzo6 con la
estandarizacién de la técnica de cuantificacion de di-GMPc en condiciones de
formacion de biopelicula, para la cual por fines de conveniencia del ensayo, se utilizé el
plasmido pDZ-2. Se obtuvieron algunos resultados preliminares, los cuales se
decidieron no publicar por el momento, hasta que la técnica de cuantificaciéon de di-
GMPc en formacién de biopelicula en condiciones estaticas sean las idéneas. Estos
primeros resultados se muestran en la seccidon de anexos (Anexo 9).

8.11. ANALISIS ESTRUCTURAL DEL DOMINIO CHASE DE LA PROTEINA CdgD.
Para realizar el analisis del dominio CHASE se emplearon varias plataformas
bioinformaticas, las cuales se describen en la seccion de materiales y métodos. Para
comenzar se realizé una busqueda bibliografica sobre estudios y modelajes previos del
dominio CHASE como punto de partida, en donde encontramos que este dominio fue
purificado y cristalizado por primera vez en A. thaliana por Horton (Hothorn et al. 2011).
Este dominio fue descrito como parte de la proteina cinasa histidinica AHK4, los
autores infieren que pudiera estar formando un homo - dimero asimétrico, el cual, cada
monomero esta conformado por dos regiones PAS-like y una alfa hélice (Figura 55 A).
Es importante sefalar que el cristal correspondiente AHK4 de A. thaliana presenta una
resolucion de 1.7 A. Respecto a la funcién y sitio activo de CHASE en esta proteina, los
autores proponen que este dominio une a la fitohormona citocinina, mediante puentes
de hidrégeno con Asp262 en una de las regiones PAS-like (Hothorn et al. 2011) (Figura
55 B). Posteriormente Lomin demostrd, la interaccion de las cinasas histidinicas AHK4,
AHK3 y ZmHK1 de A. thaliana a la trans-zeatina, precursor de las citocininas y péptidos

pequefios (Lomin et al; 2015).
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Figura 55. Modelaje estructural del dominio CHASE de A.thaliana (A) Homodimero de CHASE de la proteina
AHK4 de A.thaliana (B) Sitio activo del homodimero de CHASE, presente en la regién PAS-like (Hothorn et al. 69
2011)




Tomando estos antecedentes en consideracion, aunado a que tanto la cinasa
histidinica AHK4 como CdgD presentan dos dominios transmembranales que flanquean
al dominio CHASE (Figura 56 A), se decidid evaluar la viabilidad de emplear al cristal
de AHK4 como plantilla en el analisis estructural del dominio CHASE de A. brasilense

Sp245.
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Figura 56. Analisis del dominio CHASE. (A) Representacion grafica de los dominios presentes en las proteinas AHK4 de A.thaliana y CdgD
de A.brasilense Sp245. (B) Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de los dominios CHASE de las proteinas AHK4 y CdgD.

En la figura 56 A, podemos observar que el dominio CHASE de AHK4 y CdgD, son muy
parecidos, ya que ambos presentan regiones transmembranales en sus extremos, otra
caracteristica importante, es que el tamafo de estos dominios es muy similar, de 189
aa para CdgD y de 187 aa para AHK4, lo cual nos da una ligera certeza de que pudiera
funcionar como plantilla para el modelaje de CHASE CdgD. Para reforzar el analisis, se
realiz6 un alineamiento de cada dominio (Figura 56 B), en el cual observamos que
existe entre ambos dominios un porcentaje de similitud del 21 %, lo cual se considera
bajo, esperando que presentaran un mayor porcentaje de similitud. Sin embargo, en
muchos casos, proteinas presuntamente homologas, presentan una estructura
secundaria muy diferentes entre ellas, pero al revisar la estructura terciaria, presentan
un alto grado de similitud, por ellos decidimos realizar el modelaje del monomero de
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CHASE de AHK4 y del monomero de CHASE de CdgD, mediante el uso de I-TASSER
y CHIMERA (Materiales y Métodos), con el objetivo de evaluar el grado de similitud de
ambos dominios, en la figura 57 se observan los resultados.

[ 8
;
AN

b
AN

L

GUARARAAAANA-
’ CQRARARAA

Figura 57. Modelaje de monomeros del dominio CHASE. (A) Modelaje del monomero de CHASE (3T4J) de AHK4 (B)
Superposicion del modelo del monomero CHASE de CdgD (Azul) sobre el monomero de CHASE (3T4J) de AHK4 (amairillo).

En la figura 57 A, observamos el modelaje del monomero de CHASE de AHK4
(amarillo), con el cual fue comparado el modelaje del monomero de CHASE de CdgD
(Figura 57 B azul), para el que se obtuvieron los siguientes valores: RMSD=1.09, un
TM escore de 0.9, estos valores nos estan indicando que el modelaje de CHASE de
CdgD fue de buena calidad y confiable. Con el objetivo de determinar el porcentaje de
similitud entre ambos dominios, se realizd un alineamiento de la estructura terciaria
(Figura 57 B ), en donde observamos una superposicion de los dominios CHASE
(AHK4 amarillo y CdgD azul), con esto pudimos determinar que presentan un ~80% de
similitud entre ellos, este porcentaje se considera un valor bastante alto y nos da
certidumbre de poder decir que ambos dominios son iguales a nivel de estructura
terciaria. Continuando con el analisis de estos dominios, se realizd el modelaje del
homo-dimero para el CHASE de CdgD, debido a que esta reportado que los dominios
CHASE funcionan como homo-dimeros (Hothorn et al. 2011) y asi poder evaluar y
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comparar el acomodo y la arquitectura global de ambos monomeros y analizar el grado
de similitud que existe entre el homo dimero cristalizado de CHASE de AHK4 con el

CHASE de CdgD. En la imagen 58, se observa el resultado del modelaje de el homo -

dimero.
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Figura 58. Modelaje de homo-dimeros (A) Homo-dimero de CHASE de AHK4 (Hothorn et al. 2011) (B) Homodimero de CHASE
de CdgD.

En la imagen 58, podemos observar que la arquitectura de ambos homo-dimeros, tanto
de AHK4 y CdgD, los cuales son muy similares, con un porcentaje de identidad global
de ~80%, lo que lo convierte en un modelaje confiable. Se pude inferir que el dominio
CHASE de CdgD, pudiera estar presentando funciones similares a las reportadas
anteriormente para CHASE de AHK4, como lo son: (Sensado de citocininas y sus

precursores, asi como peptidos pequefios).
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9. DISCUSION.

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB), representan uno de los
temas de mayor interés en la actualidad, debido a su capacidad para mejorar el
rendimiento en los cultivos (Saharan & Nehra, 2011). Dentro de las PGPB, uno de los
géneros de mayor interés es Azospirillum, debido a la gran variedad de beneficios que
le confiere a la planta entre los que destacan la produccién de fitohormonas, la fijacion
del nitrégeno, la proteccién ante patdogenos y ante diversos tipos de estrés (Pedraza et
al, 2020). Los beneficios que le otorga Azospirillum a la planta dependen de un exitoso
mecanismo de colonizacién, para lo cual, inicialmente la bacteria se adhiere de manera
permanente a las raices de las plantas y la forma en que esta bacteria mantiene dicha
interaccién es mediante la formacion de biopeliculas (Lopez et al 2010, Viruega et al.,
2020) La formacion de la biopelicula es un proceso altamente regulado por el segundo
mensajero (3'5") guanosin-monofosfato-ciclico (di-GMPc) del cual depende en gran
medida la transicion del estilo de vida movil (planctonica) a sésil (biopelicula) de la
bacteria (Lopez et al 2010, Pérez-Mendoza & Sanjuan 2019, Muriel et al, 2018). Los
niveles de di-GMPc estan regulados por enzimas con actividad de diguanilato ciclasa
(DGC) y/o fosfodiesterasa (PDE), que participan en su sintesis y degradacion,
respectivamente (Romling et al., 2017). A la fecha, distintos trabajos han ampliado el
conocimiento respecto a la funcidon de genes que codifican para proteinas responsables
de la biosintesis y degradacion del diGMPc y su participacidn en la colonizacion a la
planta en distintos géneros bacterianos, sin embargo, no existen reportes de este tipo
en Azospirillum (Schaper et al, 2015, Matilla et al, 2011, Little et al., 2019).

En el presente trabajo utilizamos como modelo de estudio a A. brasilense Sp245, para
conocer las bases moleculares de la funcidon del gen cdgD que codifica para una
proteina hibrida con presunta actividad como DGC. El estudio se realizd bajo
condiciones plancténicas y de formacién de biopelicula, para posteriormente evaluar su
asociacion a raices de trigo. Inicialmente, se evalud la expresion del gen cdgD en la
fase estacionaria y exponencial de crecimiento, mediante RT-PCR en presencia de
KNOs o NH4Cl como fuentes de nitrégeno en agitacién y en condiciones estéticas,
ademas de utilizar a la cepa A. brasilense FPDm1 y T7mCh para evaluar dicha
expresion mediante fluorescencia. Los resultados mostraron qué en ambos medios, la
expresion del gen cdgD fue iniciada a las 10 horas y se continu6 hasta las 48 horas, en
ambas condiciones de crecimiento, lo que indica que la expresién de genes se da al
principio del crecimiento bacteriano y continla hasta la etapa de crecimiento tardia
(Figura 36 y 42). La cantidad de fluorescencia producida fue alta en células crecidas en
KNO3 comparado con el NH4Cl, indicando que la adicion de KNOs en el medio,
incrementa los niveles de expresion relativos de aquellos obtenidos en el medio con
NH4ClI, en el cual la expresiéon fue incrementada cuando la estructura del biofilm fue
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madura (48 horas) (Figura 42). El aumento en la formacion de biopelicula en presencia
de KNOs3 ha sido reportada anteriormente por Arruebarrena y colaboradores quienes
proponen que como resultado de la desnitrificacion del KNOs3, la presencia de NO es
alta, lo que promueve una mayor formacién de biopelicula (Arrebarrena et al., 2013,
Singh, et al., 2017). Estos datos indican un papel relevante respecto a la fuente de
nitrégeno en la regulacion de la expresion génica, la cual puede ser directa o indirecta.
Aunado a esto, los datos obtenidos se correlacionaron con la produccion de biopelicula
(Figura 45), sugiriendo que la CdgD tiene actividad de DGC bajo condiciones estaticas,
considerando los elevados niveles celulares de di-GMPc que se observan en la cepa
silvestre versus la mutante (Figura 54). Tomando en cuenta estos resultados, se
sugiere que la regulacién del gen cdgD a partir de la fuente de nitrégeno podria ocurrir
a nivel transcripcional con la participacion de la CdgD como DGC o PDE o ser regulada
a nivel postraduccional como se ha observado en otras bacterias (Jones et al., 2015,
Matilla et al., 2011, Little et al., 2019). En este sentido, un ejemplo interesante es el de
la proteina GInZ, la cual interactia con proteinas relacionadas con la sintesis o
degradacion del di-GMPc, actuando como un regulador maestro. En A. brasilense Sp7
se ha descrito que interactua con una DGC (G8AMEDOQ) y una proteina hibrida (G8BATRS)
(Gerhardt et al., 2020). Esto toma relevancia debido a que GInZ se encuentra
controlando la funcién de estas proteinas en presencia de NH4Cl, pudiendo tener
implicaciones en la reduccion de formacion de biopelicula cuando ésta es crecida en
NFB*+NH4Cl, por la presencia o ausencia de distintos exopolisacaridos que alteren la
formacion de esta estructura (Okon et al., 2012).

Por otra parte, analizando las imagenes obtenidas del crecimiento con las dos fuentes
de nitrégeno, observamos diferencias en la agregacion de las células. Las células en
crecimiento a las 48 horas presentaron en el medio NFB*+NH4Cl agregaciéon no
uniforme sino pequefos agregados individuales, diferente a lo observado al mismo
tiempo en el medio NFB*+KNO3; donde observamos agregacién uniforme (Figura 43 y
44). Estos resultados indican la agregacion de las células probablemente por la
presencia de las sustancias poliméricas extracelulares (Romling et al., 2013; Wang et
al., 2017) importantes contribuyentes a la formacion de la matriz de la biopelicula, como
se describié previamente (Okon & Burman, 2012). Estas diferencias metabdlicas, nos
conducen a sugerir que los patrones de expresion diferentes del gen cdgD, en
respuesta a la presencia en el medio de cultivo adicionado con fuentes de nitrogeno
diferente. Tal efecto se refleja en la cuantificacion de la produccién de biopelicula por el
meétodo del cristal violeta y ésta normalizada con la determinacion de proteinas totales
como se anota en la Figura 45, donde la mayor produccion de biopelicula se obtiene en
el cultivo adicionado con KNOs. Estas diferencias metabdlicas ya descritas sugieren un
efecto diferencial en el crecimiento de la bacteria. Ante la persistencia de altas
concentraciones de oxigeno las células moviles de A. brasilense se aglomeran por
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interacciones célula a célula mediante la adhesién transitoria en el polo no flagelado y
de persistir estas condiciones la agregacion es mas estable y las células permanecen
adherentes durante mas tiempo. La agregacién es un requisito para la floculacion, un
proceso en el cual las células vibroides de A. brasilense se convierten en células
redondas inmdviles al interior de una matriz densa de exopolisacaridos. Inicialmente la
agregacion de A. brasilense es causada por la funcion modificada de la via de
senalizacion de quimiotaxis Che1 en donde participa la proteina de sefalizacion de
aerotaxis Tlp1 anclada a la membrana y con un dominio citoplasmatico PilZ que une a
el segundo mensajero di-GMPc (Russell et al., 2013; Bible et al., 2015).

Los datos mostrados previamente, sugieren que la CdgD es capaz de sintetizar di-
GMPc y que su funcién es importante en la formacién de biopelicula. En este trabajo,
se estimaron los niveles intracelulares del di-GMPc en la cepa silvestre (Sp245),
mutante (12-A) y la complementada (C56A) utilizando un reportero fluorescente. Estos
analisis fueron realizados cuantificando la intensidad de fluorescencia de un riboswich,
el cual es directamente proporcional a los niveles del di-GMPc. Como era de esperarse,
en la mutante se identifico un nivel bajo de di-GMPc comparado con la cepa silvestre.
Estos datos muestran una reduccién del 61% y del 24% a las 24 y 48 horas,
respectivamente, el cual fue completamente recuperado en la cepa complementada
(Figura 54). Sin embargo, no hubo diferencia significativa en los niveles de di-GMPs
comparados con la WT en las células tras 72 horas de crecimiento, posiblemente por
los efectos compensatorios de otras DGC presentes en el genoma de A. brasilense
(Ramirez-Mata et al, 2018). En concordancia con los datos obtenidos en la produccién
de biopelicula, la mutante reduce los niveles del di-GMPc de células en crecimiento en
medio NFB*+KNOs. Estos datos indicaron que la sobreexpresion de la CdgD provoca
un aumento en el nivel temporal intracelular del di-GMPc en A. brasilense. En un
estudio previo realizado in silico por Ramirez-Mata y col en 2018, se identificd que la
proteina CdgD es una proteina hibrida ya que contiene los dominios GGDEF y EAL en
su estructura, y que ademas todos los aminoacidos del motivo EAL estan conservados.
En este sentido, los analisis de fenotipos presentes en este estudio fueron incapaces
en mostrar que la CdgD funcione como una PDE, por lo que se sugiere realizar
estudios enfocados a evaluar la presencia del dominio EAL en la proteina de estudio.
Por otro lado, para visualizar la localizaciéon de la CdgD in vivo, se fusiond el gen
mCherry rio arriba del promotor del gen cdgD (cepa A. brasilense FPDm1) y se evalud
la participacion de la proteina DgcD en la colonizacion a raices de trigo bajo
condiciones hidropdnicas y utilizando la cepa T7mCh como control. Esta estrategia
permiti6 observar que en las raices de las plantulas de trigo, la cepa A. brasilense
FPDm1 a las 48 horas post inoculacion, mostro niveles de fluorescencia significativa,
en donde por un lado se observan microcolonias en el rizoplano, lo cual se considera
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un paso preliminar en la formacion de la biopelicula, y por el otro, zonas con un biofilm
maduro, mostrando que ademas de la exitosa expresion del gen cdgD, la proteina que
codifica este gen participa en la formacion de biopelicula en las etapas tempranas de
colonizacion (48 horas) y que la bacteria es capaz de ingresar a las raices y colonizar
el apoplasto. Estos resultados sugieren que la formacion de biopelicula es estimulada
como respuesta a la colonizacion de la rizésfera, mecanismo que coincide con los
datos obtenidos en Pseudomonas fluorescens, en la cual los genes involucrados en el
metabolismo del di-GMPc son expresados durante la colonizacién de la rizosfera de
trigo (Litle et al., 2019; Muriel et al., 2018), asi como en Pseudomonas putida KT2440,
en la cual el promotor del gen rup4959 que codifica para una proteina dual GGDEF-
EAL se expresa en la rizésfera de plantas de maiz y es regulado por los exudados
radiculares de la planta (Matilla et al., 2011). En este sentido, no se tienen reportes
previos sobre la expresion de un gen que codifique para una proteina hibrida de A.
brasilense Sp245 en interaccion con las raices de las plantas, y en donde se pueda
evaluar los niveles de expresion en tiempo real, por lo que los aportes de esta
estrategia experimental, han permitido relacionar la participacion de una proteina con
funcion de DGC en la colonizacion de A. brasilense a las plantas.

Diversos trabajos proponen que los dominios GGDEF y EAL presentes en proteinas
que participan en la biosintesis y degradaciéon del di-GMPc, a menudo albergan una
amplia gama de dominios adicionales que son importantes para la funcién bioquimica
(Zhang et al., 2019, Yang et al., 2019, Tiag et al., 2011). La ocurrencia de estos
dominios ha sido observada en otras proteinas hibridas, los cuales modulan la funcion
dual de las proteinas con actividad DGC-PDE (Tarutina et al., 2006, Feirer et al., 2015).
Por ejemplo, en Xanthomonas oryzae pv. Oryzae, una de las bacterias fitopatégenos de
mayor impacto en los cultivos de arroz, han sido identificadas a través de analisis
bioinformaticos, 23 proteinas con dominios GGDEF-EAL asociadas a diversos dominios
sensores (CHASE, PAS, REC, CACHE, GAF, HAMP, entre otros) que modulan su
actividad como DGC y/o PDE. Estas proteinas regulan diversos procesos celulares
como virulencia, produccién de exopolisacaridos, formacion de biopelicula, movilidad y
adaptacion a nivel transcripcional, postraduccional o de interaccion proteina-proteina
(Yang et al., 2019). ElI dominio CHASE (cyclases/histidine kinases associated sensing
extracelular), es un dominio periplasmico definido como un dominio sensor y se
considera juega un papel vital en el reconocimiento de moléculas pequehas en una
amplia gama de proteinas y receptores de quimiotaxis (Mougel & Zhulin 2001,
Schirmer, 2016) y el cual podria actuar también como un dominio de union a ligando
(LBD) (Ortega, 2017). Por ejemplo, en P. aeruginosa la proteina PA0847 con funcion de
DGC, contiene en su estructura dominios adicionales del tipo CHASE, HAMP, PAS y
GGDEF, y de los cuales el dominio PAS es requerido para la correcta funciéon del
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dominio GGDEF. PA0847 responde a la presencia de diversos aminoacidos como
valina, arginina, fenilalanina e isoleucina, por lo que se proponen que la respuesta a
estos nutrientes posiblemente esta dada por la presencia del dominio CHASE,
actuando como un sensor de amplio espectro (Zhang et al., 2019). En un analisis
realizado en L. enzymogenes, la proteina Le0082 posee una de las actividades como
DGC mas intensas en este modelo de estudio y es la Unica que en su estructura posee
un dominio CHASE unido a cuatro dominios transmembranales y seguidos de un
dominio conservado GGDEF, lo que podria otorgarle al dominio CHASE un rol vital en
la funcion como DGC de esta proteina (Ren et al., 2020).

Analisis in silico previos al presente trabajo, permitieron identificar la naturaleza
estructural de la proteina CdgD (Ramirez et al., 2018), la cual esta constituida por un
dominio CHASE flanqueado por dos dominios transmembranales (TMD), en la region
N-terminal y un dominio PAS, un dominio GGDEF y un dominio PDE en el extremo C-
terminal (Figura 58), ademas de corroborar los dominios presentes, en este trabajo se
profundizé en el analisis in silico del dominio CHASE, dado la relevancia de los papeles
que juega al formar parte proteinas con actividad de DGC. Los analisis estructurales
del dominio CHASE presente en la proteina CdgD, fueron realizados utilizando como
molde el mismo dominio encontrado en la Cinasa histidinica AHK4 de Arabidopsis
thaliana (Hothorn, 2011) (consta de 187 aminoacidos, cédigo PDB: Q9C5UQ0, resolucién
1.7 A, TM-score: 0.9, RMSD: 1.09), el cual es un modelo de referencia que encaja en
gran medida con el dominio CHASE de la CdgD (Figura 56). En ambas proteinas, el
dominio CHASE esta compuesto por dos dominios PAS (dominio distal y proximal) y
contienen el mismo numero de B-plegadas y a-hélices, aunque la DgcD muestra solo
un 21% de identidad en la secuencia de aminoacidos con la AHK4, a nivel de estructura
terciaria éstas comparten un ~80%. Estos resultados sugieren que el dominio CHASE
de la CdgD adopta una topologia general conservada lo cual es consistente con
hallazgos previos (Chen et al., 2019, Hothorn et al., 2011) abriendo la posibilidad de
que actue también como un dominio sensor dentro de la proteina CdgD. El genoma de
S. meliloti cuenta con 26 adenilato-guanilato ciclasas. Las proteinas CyaD1y 2 y CyakK,
cuentan en su estructura con un péptido sefial, un dominio extracelular CHASE2, tres
TMD y un dominio catalitico citoplasmico de adenilato/guanilato ciclasas. Se realizé una
triple mutante de estas enzimas y los resultados sugieren que el dominio CHASEZ2
activa de manera constitutiva a la ciclasa CyaD1 lo que contribuye al sensado de
senales, a través de una interaccién directa con moléculas senal de la planta o de
manera indirecta con distintos receptores (Tian et al., 2011). Si bien es cierto se trata en
este modelo simbi6tico de una adenilato ciclasa es también un ejemplo del papel de
este dominio en el sensado de sefales de la planta para la interaccion con la bacteria.
Es necesario en el futuro, ahondar en los analisis bioinformaticos para identificar entre
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otras cosas, posibles ligandos de esta proteina y del mismo modo abordarlos de
manera experimental que permitan o no corroborar la hipdtesis de que el dominio
CHASE es un dominio sensor que podria regular las funciones de la CdgD como DGC.

10. CONCLUSION.

En funciéon de los objetivos planteados en este trabajo, se lograron cumplir
satisfactoriamente cada uno de ellos. Se logré analizar los niveles de expresion del gen
cdgD durante la transicion del estilo de vida mévil a sedentaria o de formacién de
biopelicula, tanto en condiciones abidticas como en condiciones de interaccion con las
raices de las plantas. Incluso aparte de determinar los niveles de expresion, se logro
determinar la ubicacion de la expresion en asociacidon con raices de la planta de trigo,
esto mediante la implementacion de una técnica de analisis no invasivo del sistema.
Aunado a ello se obtuvieron resultados muy interesantes sobre el efecto de la
expresion de este gen cuando son alteradas las condiciones de crecimiento y fuentes
de nitrégeno. Se logré la incorporacion de la bioinformatica en este trabajo, para el
estudio in silicio del gen CdgD y por ultimo, se logré implementar el uso de riboswitch
para la cuantificaciéon de di-GMPc, el cual traera beneficios en trabajos posteriores.
Derivado de los resultados obtenidos en este trabajo, se logré realizar la publicacion del
articulo cientifico “Expression and function of the cdgD gene, encoding a CHASE-PAS-
DGC-EAL domain protein, in Azospirillum brasilense”. en la revista cientifica Scientific
Reports DOI:10.1038/s41598-020-80125-3. Y una colaboracién en el articulo “In silico
comparative analysis of GGDEF and EAL domain signaling proteins from the
Azospirillum genomes”, en la revista BMC Microbiology DOI:10.1186/
s$12866-018-1157-0.
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11. ANEXOS.

11.1 Anexo 1. Alineamiento de genes de proteinas hibridas en A.brasilense Sp245.

Sitio inhibitorio
Sitio activo 2 (RxxD) Sitio activo 1

CCCY96788.1 N —-—==NG ¢

l\ CCD01243.1 N P

CCC97047.1
CCCY99416.1
CCD03331.1
CCC97222.1
CCC97824.1
CCC99238.1
CCD00829.1
CCD03171.1

LOOP 6 d-GMP-c2

B CCC96788.1 FANOYL
ccD01243.1 LLAEYL:
cCcC97222.1 QI*YL:
€CcC99238.1 LINEYL:
€CC97824.1 330G e
cCD03171.1 QLAEYL
€cCc97047.1 YGUeYH:
CCD00829.1 YALEYL
CCC99416.1 LV WL
CcCD03331.1 ‘RI;*.L

—
~ © (=)
N Cc

Figura C1. Alineamiento de genes que codifican para proteinas hibridas en A. brasilense Sp245. (A) Alineamiento del dominio GGDEF (B)
Alineamiento del dominio EAL (C) WebLogo del alineamiento con el dominio GGDEF (D) WebLogo del alineamiento con el dominio EAL.
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11.2. Anexo 2. Diseino de iniciadores y sondas para genes del grupo |l y Il que
codifican para proteinas hibridas en A.brasilense Sp245.

Regiones blanco (Grupo 1)

+CCC97222 1

I © ¢ -[BiedEEmE>
\

Secuencia nucleotidica blanco (310-39 Oaa 240 pb).

GGTGCATCCGGTCACCGGGCGCCCGGCGCCGAAACTGTCCTATGCCACGGCGCC
GGACGTCTGGGGGTGGGTGCTGGTCGCCGGCTTCTACACCGATGACATCGACTCC
GTGCTGGCGCAGCGGCGGGCCGAGATCAGCGCCGGCATGAAGAAGCGCATCCTG
ACCACCGTGGCGGTGCTGGCGCTGGCGCTGGCCGCGTCGGCCGGGGTGTCCTG

GCTGGTCACCGGCTGGGTCCGCCG. BLASTNn

Max Total Query E Per. q
Description Accession
Score Score Cover value Ident
Azospirillum brasilense Sp245 chromosome 444 444 100% 1e-120 100.00% CP022253.1
Azospirillum brasilense Sp245 main chromosome complete genome 444 444 100% 1e-120 100.00% HES577327.1
Azospirillum sp. TSH58 chromosome, complete genome 405 405 100% 5e-109 97.08% CP022364.1

Tabla C1. BLASTn de la regién blanco del gen CCC97222.1

+ CCC99416.1

P

I HIPE) <™

Secuencia nucleotidica blanco (130-220 aa 270pb).

GCCCTGGGGCTGGGCCATCGCAGCGGCCAGCGGAACCGACGATCTCGATCGCGA
GTTCGCCATGGAGGCCCTGGCCTTCGTCCTGTTCATCGCCGTTCTGCTGGTGCTG
AGCTGGCCGCTGTCGGTGTTCCTGTCGCAGCACGTGCTGGGCCCCATCGAGGCG
CTGTCGGAGCGGATGGAGCGGCTGACCGAAGGGCAGACCGGCATCGACATCCCC
GGCCGCGACCGCAAGGACGAGTTCGGCGCCATGGCCCGCGCCATGGACTATT. BLASTn

Max Total Query E Per. N
Description Accession
Score Score Cover value Ident
Azospirillum brasilense Sp245 chromosome 499 499 100% 3e-137 100.00% CP022253.1
Azospirillum brasilense Sp245 main chromosome complete genome 499 499 100% 3e-137 100.00% HES577327.1
Azospirillum brasilense strain Cd chromosome 1, complete sequence 407 407 99% 2e-109 94.03% CP033318.1

Tabla C2. BLASTn de la region blanco del gen CCC99416.1

80



« CCD03171.1

i 64 e -

Secuencia nucleotidica blanco (100-180 aa 240pb).

CCGCCACGCCATCGGCGGCGGGCGGLCTGGLCLCGLCLCCCGLCTGGGLCGGCGCCATCG
CCGGGGCCGCGGCGACGGCGATGCACTTCACCGGCATGGCGGCGCTCCAGGTG
CCGGCCAACCTGCATTATGATCCGATTTACGTTGCTGTGGCGCTGGGCCTGGGCGT
CCTGCTCGCCGGGGCGGGCTTCACCGCCGCCCTGCGGATCGGATCGCTGAAGGG

GCTGGCGGCGGGGGCGGCCCTGCT. BLASTn

3 Max = Total Query E Per. .
Description Accession
Score Score Cover value Ident
Azospirillum brasilense Sp245 plasmid AZOBR_p4 complete genome 444 444 100% 1e-120 100.00% HES577331.1
Azospirillum brasilense strain Az39 plasmid AbAZ39 p4, complete sequence 377 377 100% 1e-100 95.00% CP007797.1
Azospirillum brasilense strain Cd chromosome 4, complete sequence 368 368 99% 7e-98 94.54% CP033322.1

Tabla C3. BLASTn de la regién blanco del gen CCD03171.1

+ CCC97047.1

) e -——

Secuencia nucleotidica blanco (260-350 aa 270pb).

CGCCCGGCCGAGCCTGGAACTGCGCGCCGTGCCCGAGCGCTACGGCATCGTCGA
GGAGCTGAACCGCCAGGACCGGCGCAAGCCGAACGAAACCCGCCTCCGTCTGTC
CGAGGTGATCGAGCGGCAGCCGCCGCTGGCCGTCAATTCCCCGAAGACGGAGCT
TCTGGAGTATTTCCGCGGCGACAACAGCCCATCCATCGCCCCCATCGTCGACCGC
CAGCAGCGCCCGCTGGGGCTGATCCGCGAGCGCGACCTGAAGCGCTTCGTCTA. BLASTNn

A Max Total Query E Per. N
Description Accession
Score Score Cover value Ident
ilense Sp245 chromosome 499 499 100% 3e-137 100.00% CP022253.1
ilense Sp245 main chromosome complete genome 499 499 100% 3e-137 100.00% HES577327.1
Azospirillum brasilense strain MTCC4036 chromosome 438 438 100% 6e-119 9593% CP032330.1

Tabla C4. BLASTn de la regién blanco del gen CCC97047.1
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+ CCC96788.1

| i

Secuencia nucleotidica blanco (260-350aa 270pb).

CGCCCGGCCGAGCCTGGAACTGCGCGCCGTGCCCGAGCGCTACGGCATCGTCGA
GGAGCTGAACCGCCAGGACCGGCGCAAGCCGAACGAAACCCGCCTCCGTCTGTC
CGAGGTGATCGAGCGGCAGCCGCCGCTGGCCGTCAATTCCCCGAAGACGGAGCT
TCTGGAGTATTTCCGCGGCGACAACAGCCCATCCATCGCCCCCATCGTCGACCGC

CAGCAGCGCCCGCTGGGGCTGATCCGCGAGCGCGACCTGAAGCGCTTCGTCTA. BLASTNn

Azospirillum brasilense strain MTCC4036 chromosome 438 438 100% 6e-119 95.93% CP032330.1

Max  Total Query E Per.

Description
g Score Score Cover value Ident

Accession

Azospirillum brasilense Sp245 chromosome 499 499 100% 3e-137 100.00% CP022253.1

Azospirillum brasilense Sp245 main chromosome complete genome 499 499 100% 3e-137 100.00% HES577327.1

Tabla C5. BLASTn de la region blanco del gen CCC96788.1

Tamarfo de amplicones para los genes del grupo |I.

CCDO03171.1 82
CCC99416.1 72
CCC97222.1 83
CCC97047 1 94
CCC97824 .1 85
CCC96788.1 98

Tabla C6. Tamario de amplicones de los iniciadores del grupo |.
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Regiones blanco del grupo Il (SONDAS).

« CCC99238.1

Wable flinkers)
+ CCD01243.1
_-Ei}f-ﬁ@: ——

wiabile (linkers)

« CCD03331.1

nnnnnn

‘ﬁ'\’@' —

PSSy S—

« CCD00829.1

Viable (linker]

2
|
AZOBR P1130052 = = = = s sn == T cGEGTETHGE TTEETTTREA 21
azoBRr P1170039 GHBGGHENGE cHEEECATEA THccEATEGG 30
AZOBR_P440044 =« =« o ens=- --BABcGAGG GGEGETGGHA 18
AZOBR 180308 HER------- -BccGGlcGE GEGATGGHGH 22
Consensus = =Cevevww- GCCNNGNNGC NCNGNTNCNA

Gorsemet®), el 10 ol 1 ATV

Figura C2. Alineamiento de sondas tipo tagman, que se utilizaran para el analisis de la expresion de genes
correspondientes al grupo Il.
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11.3. Anexo 3. Videos.
https://doi.org/10.1038/s41598-020-80125-3

11.4. Anexo 4. Secuenciacion del promotor de cdgD.

(61 .. 88) P-100210-F SnaBI (64)

XholI (524)
_/— P-100210-R (506 .. 530)

O(& ___[lac operator

8 ~6 "\
L_Q ’é 5 LoX __—[CAP binding site|
v 1‘.' o wo wl
\/ 8 23
[ | g PROMOTOR 100210 - pGEMTEASY ?,
[ < 3485 bp 8
(
\

Figura C3. Mapa del plasmido pPGEMTEASY con la secuencia que contiene el promotor de cdgD.
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SECI1F
PROMOTOR

SEC1F
PROMOTOR

SEC1F
PROMOTOR

SECI1F
PROMOTOR

SEC1F
PROMOTOR

SEC1F
PROMOTOR

SEC1F
PROMOTOR

SEC1F
PROMOTOR

SnaBlI

ATACGTAGCGGGGGACGAACTGCCGTCCAACTTTCCGCAATGGGTGATCCGGCAGAAGCT
ATACGTAGCGGGGGACGAACTGCCGTCCAACTTTCCGCAATGGGTGATCCGGCAGAAGCT

hrkhkhrrhhhrrhhrrshhdrrhhdrsbhdrehhdnsbbdrebddrrhhdebbhrebbrnddh

GACCGCCATCGCCCATTTCACCGACATCAGTTACGCCTTCGTCAGCGACCCGCCCTTGGC

ek hhrnhhhrrhhdnbhhrnebhhdnbbdrnedhdrrbddtebddrrhhrnebbdrebhhebdh

GCTGACCAGCTCGCTCGGTGCCTTCGACGTGCTTCAGGCGGAGCAGAAGGCCTTTTCGGA
GCTGACCAGCTCGCTCGGTGCCTTCGACGTGCTTCAGGCGGAGCAGAAGGCCTTTTCGGA

LR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

AACGCTGAACGCCTTCGACATGATGCTGATGGAAGCGGGCATCGACGACAAGACCGCCGA
AACGCTGARCGCCTTCGACATGATGCTGATGGAAGCGGGCATCGACGACAAGACCGCCGA

ek hhrehhrrsbhhrr bbb hdrebhdrsbbdrebddrrhhdebbhrebbrnddh

CGAACTGGACGCGACCCGCACGAAGATCGAGCAGATCCTGGGCATGATCGAGACGCTTCT
CGAACTGGACGCGACCCGCACGARAGATCGAGCAGATCCTGGGCATGATCGAGACGCTTCT

LR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

GGAGAACAGCCCCAAGGTTCTGCAGGAGTTTTGAGCGTTCTCGCACGCGAAGGGCGATTG
GGAGAACAGCCCCAAGGTTCTGCAGGAGTTTTGAGCGTTCTCGCACGCGAAGGGCGATTG

LA R R R R S R R R R R R R R R R R R R R S R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

CGGAAATATTTATACGCTTTTCGCACGGCCGCATTCTGGTTAAGGTCTACCGGCGCGCGT
CGGAAATATTTATACGCTTTTCGCACGGCCGCATTCTGGTTAAGGTCTACCGGCGCGCGT

hrkhkhrrhk kbbb hhrehhdrbhhrtrehhhnsbbdrebddrrhhrtebbhrebbrnddh

CGTTTCCTCCGECTGGGTTCCCGGAGGGCGETGGGCGGCATGGGCTCGAGT 470
CGTTTCCTCCGECTGGGTTCCCGGAGGGCGEGTGGGCGGCATGGGCTCGAGT 470

LA R R R S R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

Xhol

120
120

180
180

240
240

300
300

360
360

420
420

Figura C4. Alineamiento del promotor de cdgD, con el resultado de la secuenciacion del fragmento clonado en pGEMTEASY.

11.5. Anexo 5. Locus neutro de la fusion transcripcional.

Region en el cromosoma en donde se llevara a cabo la recombinacién de la fusion

transcripcional.
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o wong4— Locus de fusion

cromosoma Sp. 245,
3,022,440 bp

N

N
N\ o™ Locus de dgcD

Figura C5. Region en el cromosoma en donde se llevara a cabo la recombinacion de la fusion transcripcional.

11.6. Anexo 6. Comprobacién de la fusion transcripcional FPDm1

Comprobacion de la region que contiene la secuencia del promotor, la cual corresponde
a la secuencia que va a recombinar. Tamafo de amplicon esperado de 4452 pb.

MPM WT C- 21 56 89
3000 — N
2500 —
2000—
1500 —— m
1000 —

&t
G S
“Ry pROT :
/ Promotor1002 )

T7 terminator
P-100210-F (5042 .. S069
SnaBI (5045)

P-100210-R
(5505) Xhol

Figura C6. Comprobacién de la region que contiene la secuencia del promotor de cdgD.
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Comprobacion del gen TradJ, el cual se encuentra fuera de la region que recambian con
el cromosoma, se realizo esta comprobacion, con el objetivo de comprobar que la
region del plasmido que no debe recombinar, haya sido eliminada de la bacteria. El
tamano esperado de amplicon es de 730 pb.

C+1 C+2 89 56 21

o

&
&
£
=
5
=

3
]

PROMOTOR 100210 - pAZBRT?
0,834 bp

>
o

&
o
“Ry pROT : Y
/w Promotor1002 /

CMP-Kpnl
34 .. 5549) mCherry F T7 terminator, -
RES P-100210-F (5042 .. 5069
P-100210-R SnaBI (5045)
(5505) Xhol

Figura C7. Comprobacién del gen TraJ.

Comprobacion de la clona 25, la cual es el control negativo, ya que no cuenta con la
secuencia correspondiente al promotor del gen cdgD. El tamafo esperado es de 3998
pb.

b Le C+ C- 25
. by
5000 . &t
; 4000 — 8 o Se—
f"’ 3500 — ¢ 1 ; E
g 3000 =—
; PROMOTOR 100210 - pAZBRT? é . 2500
10,834 bp 5 m
2000 —
1500 ——

3998 pb

00210-R SnaBI (5045)
(5505) XhoI

Figura C8. Comprobacién de la clona 25 ( Control negativo). 87



Comprobacion de la region interna, la cual se recombina en el cromosoma. Se realizo
esta comprobacion, para verificar que la regidbn que recambian, no haya sufrido
modificaciones al momento de que se llevo a cabo la recombinacion.

MPM  WT C- 21 56 89

3000 =——
2500 =—

2000—
1500 =—

1000 =—
750 =—

87 .. 5511) P-100210-R SnaBI (5045)
(5505) Xhol

Figura C9. Comprobacién de la region interna de la construccion.

11.7. Anexo 7. Parametros de amplificacion de oligos utilizados en el ensayo de
qPCR.

Rango dinamico gyrA - dgcD

4 . .
y =-0.0576x + 1.8337 Grafien O, Rango dnamico (10-40
dgcD.
3.25
o
p 2.5
1.75 o -—e——0
1

0.8 1.025 1.25 1.475 1.7
Log [cDNA] 88



A Ct

Ct

1.75

1.5

1.25

1

33

32

31

30

29

Rango dinamico gyrA - dgcD

y = 0.0903x + 0.9944 55'853132'S:‘?ﬁ&ié’é?él‘?éﬁi&'y
geD.
———o—o—9
2.4 2.475 2.55 2.625 2.7
Log [cDNA]
dgcD
y =-4.0735x + 36.568
Grafica C3.Eficiencia de
amplificacion de los iniciadores de
dgcD.(10 - 40 ng)
o
o
0.7 0.95 1.2 1.45 1.7

Log [cDNA]
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gyrA

° y =-3.928x + 34.633 Grafica C4.Eficiencia de
amplificacié;n de los iniciadores
de gyrA. (10 - 40 ng)

30.25
O 295
o
28.75
28 0
0.7 0.95 1.2 1.45 1.7
Log [cDNA]
gyrA 101 0.97
dgcD 112 0.97
dgcB 101 0.98
dgcD
26.1 y =-4.2367X + 36.481 Grafica C5.Eficiencia de
amplificacion de los iniciadores de
dgceD.(350 - 450 ng)
25.85

25.6

25.35

25.1

2.4 2.475 2.55 2.625 2.7
Log [cDNA]
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gyrA

27.3 y = -4.1464x + 37.475 Grafica C6.Eficiencia de
amplificacion de los iniciadores
de gyrA.(350 - 450 ng)

27.05
5 268
26.55
26.3
2.4 2.475 2.55 2.625 2.7
Log [cDNA]

gyrA 105 0.995

dgcD 109 0.994

dgcB 108 0.986

11.8. Anexo 8. Comprobacién de fluorescencia de las cepas A. brasilense Sp 245,
12-A, C56A y C40A.

AmCyan TurboRFP

: - -

Figura C10. Comprobacion de la fluorescencia en A.brasilense Sp245.
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AmCyan TurboRFP

) - -

Figura C11. Comprobacion de la fluorescencia en 12-A

AmCyan TurboRFP

: - -

Figura C12. Comprobacion de la fluorescencia en C56A

AmCyan TurboRFP

: - -

Figura C13. Comprobacion de la fluorescencia en C56A
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11.9. Anexo 9. Cuantificacion de di-GMPc en condiciones de formaciéon de

biopelicula.
Wit.Sp245 AmCyan TurboRFP Merge
Figura C14. Cuantificacion de di-
A GMPc de la cepa A.brasilense
Sp245 con el plasmido pDZ-2. (A)
10 Imagenes del cultivo en
condiciones de formacion de
biopelicula. (B) Cociente de la
relaciéon de la intensidad de
fluorescencia de TurboRFP sobre
AmCyan.
) - - -
) - - -
48 - - .
B 4

w
w 33

g
(3]

-
(]

Relative fluorescent intensity (RFI)
- [N)

o
3

Time
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12-A

A

10

18

24

48

AmCyan TurboRFP Merge

w
w 3

N
(]

-
- )

Relative fluorescent intensity (RFI)
o o

10 48

Time

Figura C15. Cuantificacion de di-
GMPc de la cepa A.brasilense 12-
A con el plasmido pDZ-2. (A)
Imagenes del cultivo en
condiciones de formacién de
biopelicula. (B) Cociente de la
relacion de la intensidad de
fluorescencia de TurboRFP sobre
AmCyan.
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18
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24

48

Figura C16. Cuantificacion de di-
GMPc de la cepa A.brasilense C56A
con el plasmido pDZ-2. (A) Imagenes
del cultivo en condiciones de
formacion de biopelicula. (B)
Cociente de la relacion de la
intensidad de fluorescencia de
TurboRFP sobre AmCyan.
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Levels of di-GMP-c in biofilm formation with KNO3

25 l

|
oo

10 18 24

TurboRFP/AmCyan
N

Time

Figura C17. Comparacion de los niveles de di-GMPc de la cepas A.brasilense Sp245, 12-A'y C56A a través del tiempo.

11.10. Anexo 10. Medios de cultivo.
Medio K-Malato

Base para 1000 ml

K2HPO4 1679
KH2PO4 0.87¢
MgSO4*7H20 0.29g
NaCl 0.48¢g
Acido Malico 45326 g
Agar bacterioldgico 1.5%

Esterilizar a 15 libras, 121°C por 20 minutos.

Reactiv r mplementar
CaCl2*2H20 0.7% 10 ml
FeCl3*6H20 1% 1 ml

35 } [ ] sp2ss
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Na:MoO4*2H20 0.5%
NH4Cl 20 %
Oligoelementos

Esterilizar a 5 libras, durante 30 minutos.

Oligoelementos (1000 ml)

MnSQO4*H20
ZnS04*7H20
CoS04*7H20

CuSO04*5H20
H3BOs3

Esterilizar a 5 libras, durante 30 minutos.

1ml
5mi
10 ml

0.25g
0.07g
0.014g

0.0125¢g
0.003g

Nota: Se preparan las sales y los oligoelementos por separado para evitar que
precipiten durante la esterilizacion y posteriormente se adicionan a la base en

condiciones estériles.

MEDIO LB* (Luria Bertani Modificado)
Para un 1000 ml

Peptona de caseina

Extracto de levadura

Cloruro de sodio (NaCl) 10 mM
Sulfato de Magnesio (MgSOs4) 2.5 mM
Cloruro de Calcio (CaCl2) 2.5 mM

Ajustar el pH a 7 con NaOH al 20%

Para medio solido preparar con agar bacteriolégico al 1.5 %
Esterilizar a 15 libras, 121°C por 20 minutos.

11.11. Anexo 11. Medio Rojo Congo (RC)
Para 1000 ml
DL-malico

10.0 g
50¢g

0.5848 g

0.6162 g
0.3675 g

50¢g
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Extracto de levadura 05¢g

K2HPO4 10 % 5 ml
MgSO4*7H20 10% 2 ml
NaCl 10% 1ml
FeCl3*6H20 1% 1.4 ml
Na:Mo04+*2H20 0.1% 2 ml
KOH 409
Rojo Congo 0.25% 15 ml

Ajustar el pH a 6.8 con KOH al 10%

Nota: Ajustar el pH antes de agregar el rojo congo.
Para medio sdélido preparar agar bacterioldgico al 1.5 %
Esterilizar a 15 libras, 121°C por 20 minutos.

11.11. Anexo 11. Medio NFb (Nitrogen Fixation Biological)

Para 1000 ml

Acido malico 3.70g
K2HPO4 10% 5ml
MgSO4*7H20 10% 2 ml
NaCl 10% 1 ml
CaCl>*2H20 1% 2 ml
Micronutrientes 2ml
Fe-EDTA 1.64% 4 ml
Fuente de Nitrogeno para 1000ml

KNOs 1.39¢g

Stock de Micronutrientes

Na:MoO4*2H20 0.200 g
MnSO4*H20 0.235¢g
H3BO3 0.280 g
CuS0O4*5H20 0.008 g
ZnS0O4*7H20 0.024 g
H20 200 mi

Ajustar el pH a 6.5 con KOH al 10%
Esterilizar a 15 Lb, 121°C durante 20 minutos.

Nota: Esterilizar las sales a 5 Lb durante 30 minutos, los micronutrientes se preparan
en condiciones de esterilidad y con agua inyectable. Adicionar las sales y los
micronutrientes a la base en condiciones de esterilidad antes de esterilizar.
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Expression and function

of the cdgD gene, encoding

a CHASE-PAS-DGC-EAL domain
protein, in Azospirillum brasilense

José Francisco Cruz-Pérez, Roxana Lara-Oueilhe, Cynthia Marcos-Jiménez,
Ricardo Cuatlayotl-Olarte, Maria Luisa Xiqui-Vazquez, Sandra Raquel Reyes-Carmona,
Beatriz Eugenia Baca & Alberto Ramirez-Mata™’

The plant growth-promoting bacterium Azospirillum brasilense contains several genes encoding
proteinsinvolved in the biosynthesis and degradation of the second messenger cyclic-di-GMP, which
may control key bacterial functions, such as biofilm formation and motility. Here, we analysed the
function and expression of the cdgD gene, encoding a multidomain protein thatincludes GGDEF-

EAL domains and CHASE and PAS domains. An insertional cdgD gene mutant was constructed, and
analysis of biofilm and extracellular polymeric substance production, as well as the motility phenotype
indicated that cdgD encoded a functional diguanylate protein. These results were correlated with a
reduced overall cellular concentration of cyclic-di-GMP in the mutant over 48 h compared with that
observed in the wild-type strain, which was recovered in the complemented strain.In addition, cdgD
gene expression was measured in cells growing under planktonic or biofilm conditions, and differential
expression was observed when KNO; or NH,Cl was added to the minimal medium as a nitrogen source.
The transcriptional fusion of the cdgD promoter with the gene encoding the autofluorescent mCherry
protein indicated that the cdgD gene was expressed both under abiotic conditions and in association
with wheatroots. Reduced colonization of wheat roots was observed for the mutant compared with
the wild-type strain grown in the same soil conditions. The Azospirillum-plant association begins with
the motility of the bacterium towards the plant rhizosphere followed by the adsorption and adherence
of these bacteria to plant roots.Therefore, it is important to study the genes that contribute to this
initial interaction of the bacterium with its host plant.

Azospirillum brasilense is a species that has been employed as an inoculant worldwide because of its beneficial
effects on host plants via multiple mechanisms, which are proposed to be responsible for the improved nutri-
tional status of plants. These mechanisms include both direct effects on plant metabolism by providing nutrients
(iron, phosphorus and nitrogen) and synthesizing molecules with phytohormone activity (auxins, cytokinins,
gibberellins, and nitric oxide) and indirect effects such as antagonism against phytopathogens and increased
resistance to pathogens, which define the mode of action of Azospirillum in plant development according to the
additive hypothesis'. Therefore, this bacterium must contain an array of genes that participate in the control of
the successful colonization of plants through such processes as chemotaxis and biofilm formation, which are the
initial steps leading to the beneficial effects observed in plants of agronomic interest™*.

Investigations into the role of the cyclic dimeric guanosine monophosphate (c-di-GMP) second messenger
signaling system have shown that the predominant bacterial trait controlled by this system is the transition from
a motile to a sessile lifestyle** and these studies have indicated that the accumulation of ¢c-di-GMP promotes
biofilm formation via the biosynthesis of biofilm matrix components, adhesins, and exopolysaccharides®*, whilea
decrease in c-di-GMP promotes motility, inhibiting this process®!®. The enzymes catalyzing c-di-GMP formation
are diguanylate cyclases (DGCs), while those degrading c-di-GMP are phosphodiesterases (PDEs), which are
identified by their characteristic GGDEF and EAL domains, respectively''. In bacteria, genes with translational
products that include both domains (GGDEF and EAL) are referred to as hybrid proteins''.

Laboratorio de La Interaccion Bacteria-Planta, Centro de Investigaciones en Ciencias Microbioldgicas, Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla, Avenida San Claudio S/N, Puebla Pue, Mexico. ““email: alberto.ramirez@correo.
buap.mx
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Previous work has shown that A. brasilense Sp245 contains 35 genes that may encode proteins involved in
the metabolism of c-di-GMP'2. We identified 20 genes encoding presumptive proteins harboring only a GGDEF
domain, five harboring only an EAL domain, and ten hybrid proteins with both domains. In addition, almost all
of these proteins contained distinct N-terminal sensing and signaling domains, suggesting that their activities in
cyclic-di-GMP turnover respond posttranslationally to various intra- and extracellular signals™!!'2,

Despite extensive studies conducted on other rhizosphere-colonizing bacteria to determine the genes respon-
sible for the biosynthesis and degradation of c-di-GMP and their roles in plant colonization”*-**, this informa-
tion has not been obtained to date in A. brasilense, which is an important soil bacterium that is commonly used as
an inoculant that promotes beneficial effects in a variety of plants. Thus, the aim of this work was to characterize
the cdgD gene, which encodes a DGC-EAL hybrid protein referred to as CdgD. We showed that this gene is
involved in motility and biofilm formation and demonstrated its expression both under abiotic conditions and
in association with wheat roots, suggesting that it plays a prominent role in the interaction with the host plant.

Materials and methods

Strains, plasmids, primers and growth conditions. The strains, plasmids and primers used in this
work are listed in Supplementary Tables S1 and S2. The Azospirillum brasilense Sp245 strain was grown at
30 °C in K-malate, Luria-Bertani modified (LB*) or Congo red (CR) solid medium as previously described'e.
The A. brasilense 12-A mutant, A. brasilense FPDm1, and A. brasilense T7mCh strains were grown in selective
K-malate, LB* or CR solid medium supplemented with 50 pg/mL kanamycin (Km). A. brasilense C-56A was
grown in CR medium supplemented with 20 ug/mL tetracycline (Tc), and A. brasilense derivative strains tagged
with the mCherry protein harboring the pMP2449-5 plasmid were grown in CR supplemented with 30 ug/mL
gentamicin (Gm). The Escherichia coli DH5a and S17.1 strains were grown at 37 °C in liquid LB medium, at pH
7.0, to which solid agar (1.5% agar, w/v) was added to produce solid medium. The selective media utilized for the
E. coli strains were supplemented with ampicillin (Ap) at 100 ug/mL; Tc at 10 ug/mL; chloramphenicol (Cm) at
25 ug/mL; Gm at 15 pg/mL; or Km at 30 ug/mL. The solid mating medium used for conjugation was produced
with LB* medium, and transconjugant selection was performed on solid K-malate medium supplemented with
appropriate antibiotics as previously described'®.

Construction and selection of the A. brasilense 12-A null mutant, A. brasilense C-56A comple-
mented mutant, and A. brasilense C-40A control strains. The A. brasilense cdgD::Km?® null mutant,
referred to as the 12-A strain, was constructed as described previously'®. Initially, the pABcdgD suicide plas-
mid was produced by molecular cloning following the molecular biology protocols described by Green and
Sambrook'”. Briefly, a fragment containing the cdgD gene was obtained by PCR. The primers used for this pur-
pose were 4571RC-F and 4571DC-R (Supplementary Table S2), and amplification was performed with High-
fidelity Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen Thermo Fisher Scientific Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA). The fragment was cloned into the pCR 2.1 TOPO vector (Thermo Fisher Scientific Life Technologies) to
yield the pCRedgD plasmid. The pCRcdgD plasmid was digested with the restriction enzyme EcoRI, and the frag-
ment was cloned into pSUP202, digested with the same restriction enzyme'?, to yield pABcdgD. The km" gene
was released from the pBSL98 plasmid with the restriction enzyme Smal® and inserted into pABedgD, which
had been digested with the same restriction enzyme; this construct was named pABcdgD::km®. The obtained
plasmids were transformed into E. coli S17.1 cells'®. For conjugation assays, A. brasilense cells were grown on
LB* solid medium'®. Transconjugants were selected in K-malate medium supplemented with Km at 50 pg/mL.
The obtained mutant was verified by PCR and sequencing, which showed that the ORF was disrupted. The A.
brasilense C-56A complemented mutant was generated from a construct of the cdgD gene with its native region
promoter obtained with the primers F-ORF210 (HindIII) and R-ORF-210 (Xhol), containing the restriction
enzyme sequences indicated for direct cloning in the pVK100 broad host plasmid®, which was digested with
the same restriction enzymes to yield the construct pVKpedgD. Next, this construct was transformed into E. coli
DHb5a cells and subsequently to the E. coli S17.1 (pVKpcdgD) donor. This plasmid was then transferred by con-
jugation to A. brasilense 12-A. A control strain carrying the empty plasmid was also constructed to generate the
A. brasilense C-40A strain. All strains were verified by PCR and sequencing using the described corresponding
primers (Supplementary Table S2).

Construction of the A. brasilense FPDm1 chromosomal transcriptional fusion for abiotic and
plant assays. The pAZBR-T7mCh plasmid was constructed from the pJMS-Km® suicide vector? as follows.
The CMP-PstIF/CMP-KpnIR primers (Supplementary Table S2) were used to amplify a 5" fragment of 700 bp
that included the ORF (GenBank accession number CCC96879.1, encoding a membrane protein of unknown
function), which was then cloned into pGEM-TEasy (Promega, Madison, WI, USA) to generate the pAB79
plasmid. Subsequently, the MTE-SpelF/MTE-NcoIR primers (Supplementary Table S2) were used to amplify
a 3’ fragment of 900 bp that include the ORF (GenBank accession number CCC96880.1, encoding a putative
SAM-dependent methyltransferase), which was further cloned into pGEM-TEasy to yield the pAB80 plasmid.
Both fragments were excised from the plasmids with the corresponding restriction enzymes and cloned into
pJMS-Km? to obtain a suicide plasmid with the mCherry gene without a promoter. Subsequently, the amplicon
of the terminator of the T7 sequence (T7 iorA, Supplementary Table S2) was introduced between the mCherry
gene and the CCC96879.1 gene to guarantee the transcription termination of the ORF encoded by this gene. This
plasmid was designated pAZBR-T7mCh (Supplementary Fig. S1). In this plasmid, a fragment 456 bp upstream
of the cdgD gene, including its promoter, which had been previously amplified with the primers P-cdgD-F/
(SnaB1) and P-cdgD-R/(Xhol) (Supplementary Table S2), was cloned into the 5" region of the mCherry gene,
which was previously cloned into pGEM-TEasy to yield the pPGEM-pcdgD plasmid. Both the pAZBR-T7mCh
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and pGEM-pedgD plasmids were digested with XhoI and SnaB1, followed by cloning to obtain the pAZBRpcdg-
DT7mCh plasmid, which was verified by PCR and sequencing. The pAZBR-T7mCh and pAZBRpcdgDT7mCh
constructs were subsequently transformed into the mobilizing E. coli S17.1 strain, and the resultant strains were
then transferred by conjugation into the A. brasilense Sp245 strain (cloned into a neutral locus of the A. brasi-
lense chromosomal region) to obtain the control and tagged mCherry strains, respectively. These last two strains
were used in further experiments to determine the expression of the cdgD gene under culture conditions and in
wheat plants (Supplementary Table S1 and Fig. S1).

Application of bioinformatics tools for the analysis and modeling of the CdgD protein. The
CdgD protein sequence from A. brasilense Sp245 was retrieved from the NCBI database (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/protein; accession number; AZOBR_100210). The Rapid Annotation using Subsystem Technology
(RAST, http://RAST.nmpdr.org) server was employed for the initial analysis. Protein domain predictions were
made using SMART? (http://smart.embl-heidelberg.de), HMMER* and PROSITE?*. To predict and identify
transmembrane regions, the TMHMM?* and TMpred tools were used”. The visualization of the transmembrane
helices was performed with the HeliQuest helical wheel-drawing program?. Secondary and three-dimensional
structure predictions were performed using the Phyre2 and I-Tasser programs to detect the domain organization
and to identify a suitable template fold for the CHASE and PAS-GGDEF-EAL domains®. Three-dimensional
models of the CHASE (residues 64-327) and PAS-GGDEF-EAL (residues 378-946) domains were obtained
using the Phyre2 and I-Tasser packages and analysed with Chimera software?” using the following crystal struc-
ture as a structural templates: the CHASE domain of the PcrK histidine kinase of Xanthomonas campestris pv
campestris (Protein Data Bank, PDB Code: 6K62)¥, histidine kinase 4 (AHK4) from Arabidopsis thaliana (PDB
Code: 3T4])*", and the PAS-GGDEF-EAL domains of the RbdA protein from Pseudomonas aeruginosa (PDB
Code: 5XGB)?, as reference models.

Biofilm assays. Overnight cultures in LB* were subcultured in fresh NFB* supplemented with KNO; or
NH,Cl as a nitrogen source to an OD at 590 nm (OD 590) of 0.01 and grown with shaking at 30 °C until they
reached an OD 590 of 1.2-1.4, as described previously*. The cultures were diluted 1:100, and a 3 mL aliquot
was inoculated into each of four wells per strain in a 24-well plate. The plates were incubated in a humidified
chamberat 30 °C for 72 h. Then, the adherent biomass was stained via immersion for 30 min in 0.5 mL of a 0.5%
(w/v) crystal violet solution. The adsorbed crystal violet was solubilized by immersion in 2 mL of 33% acetic
acid, and the absorbance of this solution was determined at 595 nm in a multidetection microplate reader (EON-
Biotek Spectrophotometer Biotek Instrument). The biomass of each sample was determined by total protein
determination with the Bradford reagent assay (Sigma-Aldrich Chemical, St. Louis, Missouri, USA). The data
are presented as ratios normalized to the mg/protein values obtained within each experiment. The wild-type,
mutant, and complemented mutant were evaluated in three independent experiments, each of which included
three technical replicates.

Motility assays. The motility assays were performed essentially as described previously”' in media contain-
ing 0.25% agar and K-malate, K-fumarate and K-proline as a source of carbon at a 10 mM concentration. The
wild-type, mutant, and complemented mutant were evaluated by measuring their motility in cm in three inde-
pendent experiments, each of which included three technical replicates.

Determination of extracellular polymeric substance (EPS) production. EPS quantification was
performed as previously described”. Briefly, the A. brasilense WT strain, its isogenic mutant, and the comple-
mented strain were grown in NFB* medium supplemented with KNO; or NH,Cl as a nitrogen source to an OD
at 590 nm of 0.01 and subsequently grown with shaking at 30 °C until they reached an OD at 590 nm of 1.2-1.4.
These cultures were incubated at 30 °C under static conditions for 3 days. The cells (2 mL) were harvested by
centrifugation at 10,000 rpm (Biofuge-Heraeus, Thermo Fisher Scientific) for 3 min and resuspended in 1 mL of
NFB* medium, to which a 0.005% (w/v) CR colorant solution (Sigma-Aldrich, Chemical) was added to achieve
a40 pug/mL concentration. The cells were incubated with shaking (200 rpm) for 2 h. Next, the samples were pel-
leted by centrifugation at 10,000 rpm. The amount of CR remaining in the supernatant was determined by meas-
uring the OD 490 nm of the solution and comparing the result with the calibration curve of CR (concentration
from 10 to 300 ug/mL) to obtain the pg CR. The protein concentration was determined via the Bradford protein
assay. CR binding was expressed as ug CR/mg protein. Each culture was evaluated by measuring the EPS content
in three independent experiments, each of which included three technical replicates.

Determination of cyclic-di-GMP levels using a riboswitch biosensor. Azospirillum brasilense
strains harboring the pFY4535 plasmid containing the c-di-GMP biosensor** were constructed via the conjuga-
tion of E. coli S17.1 (pFY4535) to A. brasilense Sp245, A. brasilense 12-A, A. brasilense C-56A and A. brasilense
C-40A as described previously'®. Next, the reporter strains were streaked onto a Congo red agar plate con-
taining 30 pg/ml gentamicin and incubated for 48 h at 30 °C. Two colonies from each plate were inoculated
into NFB* + KNO, broth containing 30 pg/mL Gm and incubated for 24, 48, and 72 h at 30 °C with shaking
at 120 rpm. The Azospirillum cells were mounted on a coverslip and sealed with a 1% agar plug. Images were
acquired using a Nikon TE2000U microscope equipped with a 100x objective (oil immersion objective). For
the AmCyan fluorophore, excitation was performed at 457 nm, and the emission spectrum was obtained at
520 nm (green). For the TurboRFP fluorophore, the excitation spectrum was obtained at 553 nm, and emission
was measured at 574 nm (red). The images were edited and analysed with Nikon NIS Elements and ImageJ
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software™, respectively. Relative fluorescence intensity (RFI) values were calculated by dividing the intensity
value of TurboRFP by that of AmCyan.

RNA extraction and quantitative RT-qPCR. Azospirillum brasilense Sp245 was grown in NFB*
medium supplemented with KNO; or NH,Cl as a nitrogen source** under planktonic or biofilm conditions for
10, 18, 24 or 48 h as described above. After the cells from 6 mL of the culture were pelleted and washed with TE
(10 mM Tris HCl, 1 mM EDTA) buffer, pH 8.0, the obtained pellets were stored at —70 °C until use. Total RNA
was extracted from the pellets, resuspended in 550 uL of TE buffer plus 200 ug/mL (w/v) lysozyme and lysed
by sonication at 30% for 5 s (Hielscher UP50H—Compact Lab Homogenizer, 12623 Berlin Germany). The cell
suspension was maintained at 37 °C with shaking for 35 min, and 50 pL of 10% SDS (w/v) plus 400 pL of cetyl
trimethyl ammonium bromide (CTAB 2% w/v in NaCl 2 M; CTAB, Sigma-Aldrich) was added. After mixing,
the suspension was centrifuged at 10,000 rpm for 10 min. The supernatant was treated by mixing with 150 pL
of phenol-Tris-HClI, pH 8.0, and RNA was extracted four times with 400 L of chloroform/isoamyl alcohol (v/v
24:1). After that step, the RNA was precipitated with ethanol and centrifuged at 10,000 rpm for 10 min. The RNA
was resuspended in 50 pL of water treated with diethylpyrocarbonate (DEPC, Sigma-Aldrich) ata concentration
of 0.1% (w/v) and stored at —70 °C until use. The concentration and quality of the RNA were determined using
an EON-BioTeK spectrophotometer (BioTek Instruments Inc.). RNA integrity was confirmed by electropho-
resis in 0.8% (w/v) agarose gels. Complementary DNA (cDNA) synthesis by reverse transcription (RT-PCR)
was performed using the Maxima First Strand cDNA Synthesis system (Thermo Fisher Scientific) from 1 pg of
extracted RNA. For RT-qPCR analysis, three liquid culture biological replicates were performed for each gene
(cdgD and glyA). Specific RT-qPCR primers (QRT-cdgDF, qRT-cdgDR, and glyAE glyAR™); were used to amplify
the reference and target genes. The reactions were carried out in triplicate using SYBR Green High ROX master
mix (Thermo Fisher Scientific, USA). The thermocycling conditions were as follows: 95 °C for 3 min, 40 repeti-
tions of 95 °C for 30 s and 60.5 °C for 30 s, followed immediately by a melting curve, in a StepOnePlus thermo-
cycler (Applied Biosystems, Foster City, California, USA). Gene expression was normalized to the level of the
endogenous housekeeping gene glyA and to the wild-type RNA reference sample following the 2744%; method.
The standard curve was constructed (in duplicate) using chromosomal DNA. Melting curve analysis was used to
confirm the production of a specific single product by each primer pair.

Plant growth conditions of the A. brasilense strains, inoculation, and visualization of colo-
nization by confocal laser scanning microscopy (CLSM). The plant experiments were performed
essentially as previously described” using seeds of the wheat ( Triticum aestivum) variety ‘Nana' and soil obtained
from the Campo Agricola Experimental del Valle de México (INIFAP). Briefly, the seeds were surface-sterilized
with 1% (v/v) sodium hypochlorite with agitation (60 rpm) for 30 min after rinsing with sterile water and were
then immersed in 40 mL of a solution containing 150 ug/mL cycloheximide, 250 ug/mL streptomycin, 20 ug/mL
Tc, and 150 pg/mL fluconazole, with agitation at 60 rpm for 10 min. At the end of the disinfection process, the
seeds were rinsed five times with demineralized sterile water for 10 min. Regarding seed inoculation, the A. bra-
silense Sp245, A. brasilense 12-A, A. brasilense C-40A and A. brasilense C-56A strains harboring the pMP2449-5
plasmid were grown on K-malate medium overnight at 30 °C with shaking (150 rpm). The bacterial cells were
resuspended in K-malate medium at a final density of 10° colony-forming units (CFU)/mL (OD 600=1.2).
The bacterial suspensions were diluted 100-fold in sterilized NFB* medium to a final density of approximately
5x106-5x 107 CFU/mL. The inoculated seedlings were maintained in tubes with 15 mL of Hoagland hydro-
ponic solution supplemented with NH,NO, (4 mM) in a growth chamber for 7 days under a day-night cycle of
14 h light at 24 °C and 10 h darkness at 16 °C with humidity of 80% as previously described”. At 7 days postin-
oculation, the colonizing bacteria were evaluated by microscopy analysis, and root samples were cut, soaked in
sterilized H,O, placed on glass slides with PBS and covered with glass coverslips. Confocal images were obtained
using a Nikon C2+CLSM (Nikon, Tokyo, Japan) equipped with a CFI Plan Apo Lambda 20x objective and two
helium-neon lasers for the excitation of the mCherry fluorophore at wavelengths of 540 nm and 650 nm and an
argon laser for the excitation of autofluorescence at 488 nm. The cell morphology and localization of the A. bra-
silense strains (sample and control) were evaluated in the roots to assess the presence of the bacteria and biofilms.

cdgD gene promoter expression in wheat plants determined by confocal microscopy. Nana
wheat seeds were sterilized as described in the previous section and germinated on sterile 1.0% H,O-agar
for 72 h in the dark. The seedlings were then transferred to FluoroDish glass-bottom Petri dishes containing
Hoagland hydroponic solution and placed in an environmental chamber (24 °C, 14 h light and 16 °C, 10 h
dark photoperiod). The A. brasilense T7mCh and A. brasilense FPDm1 strains were grown overnight in LB*
liquid medium, and the cultures were subsequently diluted in phosphate buffer and used to inoculate 3-day-old
seedlings at 1 x107 CFU/mL. The samples were visualized by confocal microscopy for 24 or 48 h to evaluate
cdgD gene promoter expression in association with wheat plants. Confocal images were acquired using a Nikon
C2 +CLSM (Nikon, Tokyo, Japan) equipped with a CFI Plan Apo Lambda 20x objective and two helium-neon
lasers for the excitation of the mCherry fluorophore at wavelengths of 540 nm and 650 nm and an argon laser for
the excitation of autofluorescence at 488 nm. The Nikon NIS Elements program provided by Nikon was used to
acquire, analyse, and edit the images.

Plant colonization experiments under soil conditions. Wheat seed disinfection and the inocula-
tion of seedlings 3 days after germination were performed as described above. The seedlings were placed in an
environmental chamber maintained under a day-night cycle as described above for 3 days. Next, the seedlings
were inoculated with 1x10°-1x 107 CFU/mL of the A. brasilense Sp245, A. brasilense 12-A, A. brasilense C-56A

Scientific Reports| (2021) 11:520 | https://doi.org/10.1038/541598-020-80125-3 nature research

103



www.nature.com/scientificreports/

or A. brasilense C-40A strain, grown in a 50 mL flask with sterile soil for 7 days postinoculation and handled
as described above. Subsequently, the plants were carefully washed to remove all adhered soil with sterile water
for 40 s. The colonizing bacteria were quantified by colony counting in CR medium supplemented with the
appropriate antibiotic (WT, Ap, 150 ug/mL; A. brasilense 12-A, Km, 50 pg/mL; C-40A or C-56A, Tc, 20 pug/mL).

Statistical analyses. For all experiments, the overall data were analysed by Student’s t-test, to determine
whether the mutant significantly affected all phenotypes tested and the expression of cdgD gene under the ana-
lysed growth conditions as well as the colonization tests. The difference were considered to be significant when
the p value were <0.05. Statistical analyses were performed using Sigma plot 11.0 software (Systat software, Sn
Jose, CA).

Results and discussion

Homology modeling and in silico analysis. While biofilm formation is often described as a natural
mode of microbial growth and the second messenger c-di-GMP is known to be a central molecule regulating
the microbial transition from a planktonic (motile) to sessile (biofilm) lifestyle*'>*, it is clear that we still lack
knowledge regarding the genes encoding the proteins responsible for cyclic-di-GMP biosynthesis and degrada-
tion and the roles that they play in host plant colonization by A. brasilense.

An initial analysis was conducted to confirm the domains constituting the translational product encoded by
the cdgD gene (GenBank accession number AZOBR_100210) and further used for structural modeling. Align-
ments were generated and analysed using the Clustal Omega server (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) against
equivalent domains known to be catalytically active for which a structure has been deposited in the PDB; this
approach employed to compare the motifs of the translational product of the cdgD gene to the WspR of Pseu-
domonas aeruginosa or the PleD of Caulobacter crescentus diguanylate cyclase as a reference for the amino acid
motifs of the GGDEF protein domain***" and to RocR from P aeruginosa as a reference for the EAL-containing
domain*! to identify the GGDEF and EAL domains in the CdgD hybrid protein. The identified GGDEF domain
consists of highly conserved sequence motifs that include the D/E catalytic site and other residues involved in
the substrate binding and coordination of one of the two divalent cations*'. Moreover, we identified a motif act-
ing as a regulator of DGC function, referred to as the I site, which was determined to contain an RXXD motif
immediately preceding the GGDEF catalytic motif*’ (Supplementary Fig. S2a,b). The EAL domain also exhibits all
characteristics of the amino acid motif required for the binding of divalent cations and the substrate. In addition,
a flexible loop (loop 6) that mediates dimerization and controls substrate and cation binding, which are required
for catalytic activity, was also found***, (Fig. 1 and Supplementary Fig. S2a,b). Notable characteristics were also
observed in the cytoplasmic region of CdgD, including an a-helical lever (H-helix) that joins the GGDEF and
EAL regions as well as a signaling a-helix (S-helix) located immediately adjacent to the GGDEF domain (Fig. 1),
which has been shown to be important in the folding and regulation of PDE function of RbdA from P. aerugi-
nosa®. Therefore, we might categorize both domains as functional based on the presence of conserved amino
acid motifs in the active sites of the two domains'"!2. Moreover, the CdgD protein contains three other domains
at the N-terminus, including two transmembrane (TMD) domains, a CHASE domain, and a PAS domain, which
is a sensor domain that modulates activities in response to external stimuli such as light or small ligands, includ-
ing O,, NO, and CO*. This PAS domain was identified using the structure of the cytoplasmic region (cRbdA) of
RbdA from P. aeruginosa as a model that exhibits a highly conserved structural architecture in the cytoplasmic
region of the CdgD protein (residues 241-557; PDB Code: 5XGB, resolution 2.28 A, TM-score 0.918, RMSD
0.79 A)®2, (Supplementary Table S3, Figs. $3, S4, S5 and S6).

It has been reported that these GGDEF and EAL domain-containing proteins often harbor a diverse array
of additional domains that are important for the biochemical function of the specific protein, such as a CHASE
domain, which is a periplasmic domain that is defined as a sensory domain and predicted to play a role in small
molecule recognition in a wide range of proteins and various bacterial chemotaxis receptors*>* and may be a
ligand-binding domain (LBD)*, (Fig. 1). This CHASE domain was located in the N-terminus of the protein
between two TMDs (including 264 amino acid residues); according to the presence of these predicted transmem-
brane segments, the protein may be associated with the cytoplasmic membrane. Structural analysis of the CHASE
domain was performed using the same domain found in Xanthomonas campestris pv campestris histidine kinase
PcrK (residues 39-302; PDB Code: 6K62, resolution 2.55 A, TM-Score 0.955, RMSD 0.82 A)* as a reference
model (Fig. 1 and Supplementary Table S3, Figs. S3a,b and S4a,b). The structure showed the highest-confidence
resolution scores (TM 0.928 and RMSD 0.74 A) and fit well with the CHASE domain, and it was recognized as
a structural homologue of the CdgD protein, a notably similar structure showing the predicted formation of a
homodimer between the two TMDs, with the predicted function of a binding domain involved in periplasmic
signaling (Fig. 1). Such a situation has also been described for the Arabidopsis thaliana histidine kinase (AHK4)
4-10 protein (PDB Q9C5U0)*, which has been experimentally shown to be able to bind with cytokinin and
both models to provide structural patterns that match the CHASE domain of the CdgD protein well. It was also
predicted that the CHASE domain is composed of two PAS domains (membrane-distal and membrane-proximal
PAS domains) displaying the same numbers of f-strands and « helices, even though CdgD sharing only 25%
and 19% sequence identity with PcrK or AHK4, respectively (Fig. 1). These results suggest that the CdgD sensor
domain adopts a conserved CHASE topology overall, which is consistent with previous findings***'. The occur-
rence of CHASE and PAS domains has been observed in other hybrid proteins, in which the module mediating
the signaling pathway has an effect on the regulation of the dual function of DGC-PDE proteins*®*.

Therefore, the high conservation of all these motifs in GGDEF and EAL domains, as determined through the
sequence alignment and analysis of the three-dimensional (3D) structure predicted for the translational product
of the cdgD gene suggest that it is likely bifunctional and may be classified asa class I CdgD hybrid protein''. To
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Figure 1. Structural architecture, domain organization, and homology modeling of the CdgD protein of A.
brasilense Sp245. (a) CdgD domains determined by the SMART domain prediction server, with a sequence
length of 946 amino acid residues. (b) A representation of the CdgD protein with its CHASE sensory domain,
two transmembrane domains (TMD), PAS domain, GGDEF domain, EAL domain, the S-helix and H-helix
connecting segments crucial for protein dynamics, and key structural features. Overlay of the structures of
the periplasmic sensing domains and transmembrane domains of CdgD showing the CHASE domain of PcrK
(histidine kinase from X. campestris pv campestris, PDB code 6K62) in gold and the CHASE domain of CdgD
in light blue. cRbdA from P. aeruginosa (PDB code 5XGB), shown in gold, was compared with the cytoplasmic
region of CdgD. The PAS domain is green, the GGDEF domain is blue, the EAL domain is yellow, and the
S-helix and H-helix are cyan and magenta, respectively. The loops that are not included in the structural model
are represented schematically by dashed lines. The N and C termini are labeled. Magnification of the CHASE
domain showing the membrane-distal PAS subdomains and membrane-proximal PAS subdomains, in which
the a-helices and -strands are indicated. CdgD and PcrK are light blue and gold, respectively.

verify this hypothesis, an insertional cdgD::Km® mutant was constructed (designated as A. brasilense 12-A) to
test the functions of DGC and PDE to gain further systematic insight into the effect of the mutation on certain
phenotypic characteristics (Supplementary material Table S1).

Phenotypic studies of the cdgD gene. Biofilm formation and extracellular polymeric substance (EPSs)
production.  To elucidate the molecular basis of the role of the cdgD gene of the A. brasilense Sp245 strain in
biofilm formation, motility and the colonization of wheat roots, we constructed the A. brasilense 12-A mutant.
Sequence analysis of this mutant showed that the insertion of the Km resistance cassette interrupted the ORF of
the translational product. Additionally, we constructed a corresponding complemented mutant strain harboring
the wild-type cdgD gene to compare the effect of the mutation on biofilm formation and motility against the WT
strain. The different strains and plasmids that were constructed and used in this study are shown in Supplemen-
tary Table S1. To characterize the differences between A. brasilense Sp245 and the derived strains, the strains
were grown in NFB* medium supplemented with two different nitrogen sources and cultured under static con-
ditions. Under such conditions, we observed that biofilm formation by the WT was greater in NFB* + KNO,
than NFB* + NH,Cl medium (Fig. 2a,b). However, when the bacteria were grown in each type of nitrogen NFB*
medium, a marked decrease in the production of biofilm was observed in the mutant compared with the WT,
which was recovered in the complemented strain.

Extracellular polymeric substances have been reported*®***! to play essential role in the formation of the
biofilm matrix. To quantify extracellular polymeric substances such as exopolysaccharides, extracellular DNA
(eDNA) and amyloid compounds, we tested their capacity to bind the colorant Congo Red (CR)**!-*, and
the production of these components was assessed in the strains growing in NFB* medium supplemented with
either KNO, or NH,CL As anticipated, the mutant growing in NFB* + KNO; medium showed a decrease in
EPSs production (3.2-fold reduction) compared with the WT, whereas EPSs production similar to that in the
WT strain was observed in the complemented strain (Fig. 2c). This data showed that the decreases in biofilm
production and extracellular polymeric substance production observed in the mutant strain were corelated in
NEB* + KNO; medium (Fig. 2a,c). The mutation of the predicted CdgD, which contained a highly conserved
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Figure 2. Effects of the mutation of the cdgD gene on biofilm and EPS production determined in the A.
brasilense WT and derivative strains. (a) Determination of biofilm formation in NFB* medium supplemented
with KNO; via the quantification of CV/mg protein values. (b) Determination of biofilm formation in NFB*
supplemented with NH,Cl medium via the quantification of CV/mg protein values. (c,d) Determination of EPS
production in the media described above via the quantification of CR/mg protein values in a staining assay.
Wild type (Sp245), isogenic mutant (12-A), complemented mutant (C-56A), and empty vector mutant (C-40A).
Error bars represent the standard deviations of three biological replicates, and statistically significant differences
are indicated at *P<0.05 according to Student’s t-test by SigmaPlot (Systat Software, San Jose, CA).

GGDEF motif, decreased biofilm formation and affected the production of EPSs matrix components, as deter-
mined by quantification based on staining with CV** and CR colorant binding to components of the matrix struc-
ture of biofilms"**, this results are consistent with this protein being a DGC. However, an unexpected result was
obtained when the strains were grown in NFB* + NH,Cl medium. In effect, the mutant showed an increase in EPS
production of 1.6-fold compared with the WT strain (Fig. 2d). In contrast to the data obtained on biofilm forma-
tion, in the case of extracellular polymeric substance production, a significant increase was notably observed in
the mutant in medium supplemented with NH,Cl. Furthermore, when the EPSs quantification data for the WT
strain were compared to analyse growth in NFB* + KNO, and NFB*+ NH,Cl (13.13 pg/mg protein compared
with 23.4 ug/mg protein, respectively), 1.7-fold higher production was observed in the medium supplemented
with ammonium (Fig. 2¢,d). Similar results were obtained for cells of the 12-A mutant growing under the same
conditions (4.1 ug/mg protein versus 37.3 pug/mg protein), corresponding to 9.1-fold higher production. These
data indicated that the nitrogen source causes changes in cell surface properties that contribute to CR binding
(Fig. 2c,d). Therefore, the data obtained in each type of nitrogen-supplemented NFB* medium suggest a dif-
ferential contribution of the cdgD gene to cell surface properties, as demonstrated by changes in binding to CR.
These results are notable because amongst the EPS, the production of extracellular polysaccharides in flocs plays
an important role in the infection bacterial ability to colonize the surface of plant roots*'***-*’. Furthermore, the
nitrogen source had an effect on biofilm formation, which was more significant in presence of KNO; compared
to NH,Cl (Fig. 2). These data are in keeping with findings obtained in both A. brasilense*>° and other bacterial
species such as Pseudomonas stutzeri A150°? showing that the nitrogen source affects the formation of biofilms
and the production of EPSs, particularly the exopolysaccharide components that allow nitrogen fixation by the
bacterium™*°. Moreover, in Cellulomonas spp., nitrogen source limitation induces biofilm formation, which is
coupled to the biosynthesis of a curdlan-type biofilm matrix. However, when a nitrogen source is available, the
biofilm curdlan matrix is solubilized and used as a carbon and energy source®. In A. brasilense, different classes of
exopolysaccharides are produced under high carbon source and low nitrogen source availability, which were the
conditions applied in this study*®*®. Furthermore, in terms of functional redundancy, several genes presumably
encoding DGCs, PDEs or DGC-PDEs have been described in A. brasilense'>?', this gene products could provide
compensatory effects that could be responsible for the production of different exopolymeric substance contribut-
ing to the changes in cell surface properties observed in cultures grown in medium supplemented with NH,Cl
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Figure 3. Effects of the mutation and overexpression of the cdgD gene on motility determined in A. brasilense
WT and derivative strains. (a) The diameter of the swimming rings in the mutant and the complemented
mutant relative to the wild-type strain was measured in minimal medium with the tested carbon sources at

10 mM after 48 h of incubation at 30 °C (] malate, [] fumarate, or [ proline). Error bars represent the
standard deviations of three biological replicates, and the asterisks indicate values that are significantly different
from those in the wild type (P<0.05) according to Student’s T test by SigmaPlot (Systat Software, San Jose, CA).
(b) Photograph of a typical agar plate containing minimal medium with 10 mM proline as the carbon source
showing the swimming rings of each strain. Wild type (Sp245), isogenic mutant (12-A), complemented mutant
(C-56A), and empty vector mutant (C-40A).

as a nitrogen source. It is also possible components of the biofilm matrix in the single-gene mutant are directly
or indirectly upregulated in the A. brasilense 12-A mutant, as described in other beneficial plant bacteria™'*',

Motility assay. Next, we tested the ability of the 12-A mutant and the complemented C-56A mutant to swim in
semisolid agar minimal medium supplemented with malate, fumarate or proline as a carbon source. All strains
had been previously tested in NFB*+KNO; medium and showed similar growth (Supplementary material
Fig. S7). All rings sizes formed by the 12-A mutant or the C56-A are larger than those formed by the wild type
strain in all carbon sources tested, however when added to the K-minimal medium, the effect of proline was
more pronounced (3.4 times greater than in the WT strain) (Fig. 3a,b). The constructed complemented mutant
was generated in the intermediate-copy-number vector pVK100, under which condition the cdgD gene was
overexpressed and cells grown on soft agar plates exhibited increased swimming motility. Furthermore, cells
grown in broth medium exhibited distinct swimming patterns, and the cells of WT strain reduced their motility
and began to form small flocs, whereas cells from 12-A mutant or complemented mutant C56-A (Supplemental
Movies S1, Movie S2, Movie S3 and Movie S4) continued to move. It has been reported that aerotaxis is a major
behavioral response in A. brasilense, and the bacterium depends on sensing oxygen gradients. It has also been
shown that flocs are formed when oxygen is increased™***'. Therefore, we suggest that WT cells sensed oxygen
more efficiently than the 12-A and C56-A cells did and that they continuously moved mostly without chang-
ing the direction of swimming; however, that behavior warrants further research. In addition, it has also been
reported that motile cells of A. brasilense undergo chemotaxis towards several nutrients found in root exudates,
which has been shown to be an essential prerequisite for efficient root colonization®’. CHASE domains have
been observed to sense environmental signals, such as chemoattractants, including organic acids, amino acids
and other compounds that are found in root exudates®*“*. The ability of proline to increase A. brasilense motil-
ity might be due to the presence of the CHASE domain, which is also able to bind amino acids and other small
molecules*’. Alternatively, other DGCs/PDEs may produce the phenotype in the absence of cdgD and perhaps
even amplify the effect of CdgD on C-56A. Nevertheless, future studies will clearly establish the nature of the
signal recognized by the predicted ligand-binding domain (LBD) of the CHASE domain and elucidate the ligand
and signal transduction mechanism.

Determination of cellular cyclic-di-GMP levels using a riboswitch biosensor.  Taken together, the results suggest
that CdgD is capable of c-di-GMP synthesis, thereby validating its contribution, and indicate that this func-
tion is important for biofilm formation and might modulate extracellular polymeric substance production. We
estimated the intracellular levels of c-di-GMP in the wild-type (Sp245), 12-A mutant, C-40A control carrying
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Figure 4. Determination of cyclic-di-GMP levels using a riboswitch biosensor. (a) The A. brasilense Sp245
, A. brasilense 12-A ] » and A. brasilense C-56A ,and C-40A [ strains containing the c-di-GMP

iosensor (pFY4535) were grown in NFB* + KNO; broth containing 30 ug/mL Gm with incubation for 24, 48, or
72 hat 30 °C. Then, Azospirillum cells were attached to the surface of a coverslip and sealed with a 1% agar plug.
Cell images were collected at these time points after inoculation using a Nikon TE2000U microscope equipped
with a 100x objective (oil immersion objective). Merge images represented the overlay of the fluorescence
images AmCyan green, TurboRFP red and both yellow. (b) RFI represents the ratio between the TurboRFP
and AmCyan fluorescence intensities and is directly proportional to c-di-GMP levels, as analysed using Image]
software*. The RFI values represent the standard deviations of three biological replicates, and significant
differences are indicated at *P< 0.05 according to Student’s t-test by SigmaPlot (Systat Software, San Jose, CA).
The bar corresponds to 10 um.

48h 72h

out the vector empty and complemented mutant (C-56A) strains using a fluorescent c-di-GMP reporter. This
analysis was performed by quantifying the riboswitch fluorescence intensity, which was directly proportional to
the c-di-GMP levels*. As expected, a low c-di-GMP level was determined in the 12-A mutant compared with the
wild-type strain; an approximately 61% or 24% reduction in c-di-GMP levels was observed in the 12-A mutant
strain compared with WT cultures at 24 h or 48 h, respectively, which was fully recovered in the complemented
mutant. However, there was no significant difference in intracellular c-di-GMP levels compared with the WT
strain in the cells after 72 h of growth, potentially due to compensatory effects of other DGCs occurring in the
genome of the A. brasilense WT strain. In accordance with the data regarding biofilm and EPSs component
production from the CR assay, the mutation reduced the levels of c-di-GMP in cells growing in NFB* + KNO,
medium. These data indicate that overexpression of CdgD allows a temporary intracellular second messenger
levelsin A. brasilense (Fig. 4). Although bioinformatic analysis showed that all amino acid motifs were conserved
in the EAL domain, the phenotyping studies were unable to show that CdgD functioned as a PDE protein.
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Figure 5. Expression analysis of the cdgD gene from planktonic and static cultures of the A. brasilense Sp245
strain. (a) Determination of cdgD gene transcript levels by RT-qPCR. The transcript level data were normalized
to those of the reference gene glyA and determined relative to the control sample using Applied Biosystems
StepOne software. (b) Fluorescence micrographs of the A. brasilense FPDm1 strain under different culture
conditions. Left, bacteria grown in NFB* + KNO; media; right, bacteria grown in NFB*+ NH,Cl media. The
fluorescence intensity is normalized to total protein values from the A. brasilense FPDm1 strain, as analysed
using Image]**. The presented data are the results of three independent experiments with two biological
replicates, and the asterisks indicate significant differences from the wild type (P <0.05) according to Student’s
T test by SigmaPlot (Systat Software, San Jose, CA). The bar corresponds to 10 um. [] NFB* + KNO;, |:|
NFB*+NH,CL

Expression of the cdgD gene under abiotic and biotic conditions. Next, we monitored cdgD expression by RT-
qPCR in exponential- and stationary-phase cultures grown in NFB* supplemented with KNO; or NH,Cl under
shaking (10 and 18 h) and static conditions (24 and 48 h) and by using the tagged chromosomal A. brasilense
FPDm1 strainand A. brasilense T7mCh, carrying the mCherry gene devoid of the promoter as a negative control.
Both strains showed similar growth to the wild-type strain, as determined by the 10° CFU/mL value obtained in
the exponential phase of growth (18 h), (Fig. 5). In both media, the expression of cdgD was initiated at 10 h and
continued until 48 h, in cultures growing in planktonic and static conditions. These observations indicate that
the expression of the gene is initiated at the beginning of bacterial growth and continues until the later stages of
growth. The amount of fluorescence produced was higher in cells growing in NFB* + KNO; medium compara-
tive to NFB* + NH,Cl, (Fig. 5b), indicating that the addition of KNO; to the medium increased transcript levels
relative to those obtained in presence of NH,Cl, where expression was further increased when the structure of
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Figure 6. Expression of the pcdgD-mCherry transcriptional fusion from A. brasilense cells grown under
hydroponic conditions and in wheat roots. For the visualization of mCherry-expressing A. brasilense, cells on
wheat roots were observed at 24 h and 48 h postinoculation. Next, the freshly harvested seedling roots were
visualized in a FluoroDish. Left, wheat seedling roots inoculated with the A. brasilense T7mCh control strain.
Right, wheat seedling roots inoculated with the A. brasilense FPDm1 strain. The cells exhibiting mCherry
fluorescence were visualized using a CLSM with an excitation wavelength of 561 nm, with fluorescence emission
captured between 585 and 615 nm. Thereafter, the images were edited using the standard NIS Elements in
Nikon software. The bar corresponds to 50 um.

the biofilm was structurally mature (48 h) (Fig. 5a). Such data indicate a role of the nitrogen source in determin-
ing gene expression, which may be direct or indirect. In addition, the data were correlated well with both biofilm
production (Fig. 2a) and the production of extracellular polymeric substances (Fig. 2c).This suggests a function
for CdgD asa DGC under static culture conditions, which is also supported by elevated cellular c-di-GMP levels
(Fig. 4). Considering the data obtained in this study, we suggest that the regulation of the cdgD gene by nitrogen
source might occur at the transcriptional level with CdgD protein activity as either a DGC or PDE or regulated
at the post-translational level, as observed in other bacteria'”'*"*. However, how signaling involving the CHASE
domain modulates the DGC-PDE functions of the CdgD protein remains to be studied.

Next, we attempted to monitor cdgD gene promoter expression during the colonization of wheat roots under
hydroponic medium conditions by using the tagged chromosomal A. brasilense FPDm1 strain and A. brasilense
T7mCh, carrying the mCherry gene devoid of the promoter as a negative control. Both strains showed similar
growth to the wild-type strain, as determined by the 10° CFU/mL value obtained in the exponential phase of
growth (18 h). To visualize the localization of CdgD in vivo, we expressed the mCherry gene fused upstream of
the promoter of the cdgD gene. In effect, this hypothesis was verified because A. brasilense FPDm1 cells that were
recovered following 48 h of exposure to the root environment of wheat seedlings showed significant fluores-
cence in cells maintained on root hairs, and rhizoplane-forming microcolonies were observed, which represent
a preliminary step in biofilm formation; zones exhibiting the formation of a mature biofilm were also observed,
indicating the expression of the cdgD gene, which was clearly lacking in A. brasilense T7mCh (Fig. 6). These
findings suggest that the activity of the encoded protein is relevant to the early stages (48 h) of colonization in
our model rhizosphere assay and that the bacterium is able to enter the roots and thereby colonize the apoplast
tissue of wheat roots. In addition, our data suggest that biofilm formation is stimulated as a response to wheat
rhizosphere colonization (Fig. 6). This results is in keeping with data obtained in the plant-growth-promoting
strain Pseudomonas fluorescens, in which genes involved in the metabolism of c-di-GMP are expressed during
the colonization of the wheat rhizosphere!*3, as well as data from Pseudomonas putida KT2440, in which the
promoter of the rup4959 gene, encoding a dual GGDEF-EAL protein, was found to be expressed in the maize
rhizosphere and upregulated by corn plant root exudates'*.

We further tested the role of the cdgD gene in the colonization of wheat roots, and we estimated endorhizos-
phere colonization by the A. brasilense 12-A mutant and compared it with colonization by the WT and comple-
mented A. brasilense C-56A mutant strains. Each strain was labeled with the autofluorescent mCherry protein,
which was carried by a stable plasmid maintained in A. brasilense cells”. The plants were grown in glass tubes
with Hoagland hydroponic solution and observed by confocal microscopy at 7 days postinoculation. Microscopy
observations of these reporter strains indicated that all strains were able to colonize the rhizoplane and root hairs
of wheat plants and form biofilms (Fig. 7a). However, differential colonization was visualized in the A. brasilense
12-A mutant and its C-40A control strain harboring the empty vector, which exhibited significant rhizosphere
colonization. Next, the colonization of the A. brasilense 12-A mutant was quantified under two conditions: under
hydroponic growth and in sterile soil and compared to the fitness of the WT and the complemented mutant.
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Figure 7. Rhizosphere colonization of A. brasilense Sp245, the 12-A mutant, the C-40A control mutant and
the C-56A complemented mutant and visualization of tagged colonizing bacteria by CLSM. (a) The plants
were grown in glass tubes with Hoagland hydroponic solution and examined at 7 days postinoculation with
5x10°-107 CFU/mL of A. brasilense Sp245 (pMP2449-5), A. brasilense 12-A (pMP2449-5), A.brasilense C-40A
(pMP2449-5) and A. brasilense C-56A (pMP2449-5) (the WT, mutant, and complemented mutant strains,
respectively). Subsequently, the cells showing mCherry fluorescence were visualized using CLSM with an
excitation wavelength of 561 nm, with fluorescence emission captured between 585 and 615 nm. Thereafter,
the images were edited using the standard NIS elements in Nikon software. The bar corresponds to 10 um. (b)
The bacterial colonies recovered from the rhizosphere 1 week after inoculation under sterile soil conditions
were tested for antibiotic resistance to distinguish the control and mutant strains and were counted. CFU/mL
per gram of plant root values are presented on a logarithmic scale. Each experiment was repeated three times
with five plants per experiment. Asterisks represent the statistical significance of the data (P<0.05) according to
Student’s t-test by SigmaPlot (Systat Software, San Jose, CA).
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The colonization of each strain was determined by counting the colonies obtained at 5 days postinoculation.
Nonsignificant differences in fitness and the impairment of colonization were determined in the tested strains
under most controlled hydroponic conditions (data not shown). However, the A. brasilense 12-A mutant and
its control strain harboring the empty vector showed a statistically low ability to colonize wheat roots compared
with the WT and complemented mutant C-56A strains tested in sterile soil (Fig. 7b), implying that the cdgD
gene is involved in the colonization of wheat roots.

However, in our study, the cells of the tagged mutant were observed more frequently than those of the WT and
complemented mutant strains in the rhizoplane and rhizosphere (Fig. 7a). This result was surprising because A.
brasilense Sp245 is an endophytic strain that has been found in the apoplast of plants®*. A different colonization
profile was observed in wheat roots associated with the 12-A mutant strain versus the Sp245 or C-56A strain.
This effect could be explained by considering that cellulolytic activity might be crucial to the ability of bacteria
to penetrate plant roots. Putative complex carbohydrate-degrading enzymes have been found in the analysed
genome sequences of three Azospirillum species, conferring greater cellulolytic activity®. Therefore, these data
strongly suggest that the CdgD protein plays a role in bacterial entry into the host plant; however, further research
are needed to test this hypothesis.

In addition, under growth in sterile soil conditions, we tested the contribution of the cdgD gene to the colo-
nization of the rhizosphere by comparing the ability of the mutant versus the WT and complemented mutant
strains to colonize the roots of wheat seedlings. The results indicated less colonization by the mutant compared
to the WT and complemented mutant strains, suggesting that unidentified factors, other than motility and bio-
film formation, are affected in the 12-A mutant and contribute to the fitness of A. brasilense in the rhizosphere
colonization (Fig. 7b).

Conclusions

Azospirillum brasilense is a PGPB that has been shown to promote plant growth in several host plants and must
therefore successfully colonize the plants, but how colonization is established by the bacterium has not been fully
elucidated. Single-gene mutations in predicted related genes encoding DGC and PDE proteins do not result in
striking changes in phenotypes that are typically associated with these proteins, such as swimming motility, the
production of extracellular polymeric substance components of biofilm matrixes, or host colonization in other
bacterja'3-15349526 Here we show that the inactivation of a gene encoding a hybrid protein that likely behaves as
a DGC to decrease c-di-GMP cellular levels functions in motility, production of extracellular polymeric substance
components of biofilm matrixes, or plant root surface colonization, indicating its participation in key functions
implicated in the interaction of the bacterium with the host plant. Our results also highlights that nutritional
status, such as observed here in response to nitrogen availability, has a critical and differential effect on biofilm
formation and the production of surface-exposed polymeric substances by A. brasilense cells. The increase in the
diameter of the swimming motility ring is observed in the presence of proline as a carbon source in the parent
and mutant strains overexpressing cdgD from a plasmid. These data suggest proline may affect CdgD protein
function, possibly through its CHASE signaling domain. Motility mediated by the polar flagellum is critical to the
performance of the bacterium swimming in soil water, its chemotaxis towards root exudates and its subsequent
attachment to the rhizoplane of root plants, thereby maintaining the sustainable growth of its community in
the natural environment. After biofilm formation, the surrounding extracellular matrix provides a structure for
the maintenance of biofilm cells, keeping them in long-term close proximity; thus, intense interactions occur
with such effects as protecting the community from stresses, such as desiccation, contact with biocides and
heavy metals, and ultraviolet radiation, which is essential in the competitive habitat of the soil. An mCherry
transcriptional reporter fused to the promoter of the cdgD gene confirmed that expression of the cdgD gene was
increased in the stationary phase under abiotic and biotic conditions in vitro and during the association of A.
brasilense with wheat roots. This result is consistent with the colonization assay, suggesting that CdgD functions
to promote an association with plant roots strong interaction that substantially contributes to better adaptation
to changing environmental conditions and guarantees the beneficial effects of the bacterium on the plant host.

Data availability
The raw data supporting the conclusions of this article will be made available by the authors, without undue
reservation, to any qualified researcher.
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Abstract

Background: The cyclic-di-GMP (c-di-GMP) second messenger exemplifies a signaling system that regulates many
bacterial behaviors of key importance; among them, c-di-GMP controls the transition between motile and sessile
life-styles in bacteria. Cellular c-di-GMP levels in bacteria are regulated by the opposite enzymatic activities of diguanylate
cyclases and phosphodiesterases, which are proteins that have GGDEF and EAL domains, respectively. Azospirillum is a
genus of plant-growth-promoting bacteria, and members of this genus have beneficial effects in many agronomically
and ecologically essential plants. These bacteria also inhabit aquatic ecosystems, and have been isolated from humus-
reducing habitats. Bioinformatic and structural approaches were used to identify genes predicted to encode GG[D/EJEF,
EAL and GG[D/EJEF-EAL domain proteins from nine genome sequences.

Results: The analyzed sequences revealed that the genomes of A. humicireducens SgZ-5", A. lipoferum 4B, Azospirillum
sp. B510, A. thiophilum BV-S', A. halopraeferens DSM3675, A. oryzae A2P, and A. brasilense Sp7, Sp245 and Az39 encode
for 29 to 41 of these predicted proteins. Notably, only 15 proteins were conserved in all nine genomes: eight GGDEF,
three EAL and four GGDEF-EAL hybrid domain proteins, all of which corresponded to core genes in the genomes. The
predicted proteins exhibited variable lengths, architectures and sensor domains. In addition, the predicted cellular
localizations showed that some of the proteins to contain transmembrane domains, suggesting that these
proteins are anchored to the membrane. Therefore, as reported in other soil bacteria, the Azospirilum genomes encode
a large number of proteins that are likely involved in c-di-GMP metabolism. In addition, the data obtained here strongly
suggest host spedificity and environment specific adaptation.

Conclusions: Bacteria of the Azospirillum genus cope with diverse environmental conditions to survive in soil and aquatic
habitats and, in certain cases, to colonize and benefit their host plant Gaining information on the structures of proteins
involved in c-di-GMP metabolism in Azospirillum appears to be an important step in determining the c-di-GMP signaling
pathways, involved in the transition of a motile cell towards a biofilm life-style, as an example of microbial genome
plasticity under diverse in situ environments.

Keywords: Azospirillum, Diguanylate cyclases, Phosphodiesterases, Second messenger cyclic-di-GMP, Biofilm

Background

The Azospirillum genus, a member of the Alphaproteo-
bacteria, is composed of nitrogen-fixing species that
colonize the rhizosphere of plants; these species have been
extensively studied due to their plant growth-promoting
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properties (PGPB) [1, 2], and recently Azospirillum strains
were isolated from aquatic and humus-reducing ecosys-
tems [3, 4]. To date, approximately 19 different species,
isolated from wide range of geographical regions and from
a large variety of soils, especially soils of tropical, subtrop-
ical and temperate regions, have been described [1, 2].
The best studied species, Azospirillum lipoferum and
Azospirillum brasilense, were initially isolated from trop-
ical forage grass in Brazil [5]. Nucleotide sequencing of
the genomes of a number of Azospirillum strains has been
performed, enabling researchers to conduct in silico

© The Author(s). 2018 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
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analyses of proteins that are potentially important in the
interactions of these bacteria with the host plant and in
their adaptability to either terrestrial or aquatic environ-
ments [6—14].

It is now well established that bacteria in natural envi-
ronments persist by forming biofilms [15]. Bacteria are
able to sense and respond to ecologically distinct abiotic
and biotic conditions [15]. These systems are necessary
of these bacteria to adapt to changing environmental
conditions and to enable survival in highly competitive
habitats, such as the plant rhizosphere, soil or aquatic
environments. In addition, usually, bacteria must effi-
ciently colonize the root surface and other diverse sur-
faces, to exert their beneficial effect, which implies that
understanding the bacterial traits required for biofilm
formation is crucial to understanding the mechanisms
involved in colonization. In particular, motility, which
involves the flagellar apparatus and the chemotatic re-
sponse to root exudates, appears to be an important
colonization attribute, as do the formation of cell aggre-
gates and the production of capsular polysaccharides.
Indeed, several chemotaxis and aerotaxis operons have
been identified in A. brasilense [6, 16, 17], and different
mutant strains are defective in biofilm formation and
root surface colonization [18, 19].

Similarly, some of the genetic determinants involved
in cell aggregation and flocculation in A. brasilense and
A. lipoferum lead to the differentiation of cyst-like cells
[20, 21] and appear to be important for root colonization
[22, 23]. Indeed, cell morphology had an effect on the
associated root colonization, and importantly, capsular
polysaccharides production in the surrounding cells was
observed [19, 21]. Moreover, recent data support the
hypothesis that the second messenger c-di-GMP (bis-(3"
5’)-cyclic-dimeric-guanosine monophosphate) plays a
role in controlling the chemotactic response and, hence,
biofilm formation in Azospirillum [24-26].

In several bacteria, c-di-GMP plays an important role
in regulating the transition of the cells between a motile
state and a sessile biofilm state. In addition, c-di-GMP is
relevant in other bacterial functions, such as motility,
chemotaxis, capsular polysaccharide formation, and cel-
lulose synthesis [27, 28]. The synthesis and degradation
of c-di-GMP are coordinated by the opposing activities
of diguanylate cyclases (DGCs), which contain the
GGDEF domain, and phosphodiesterases (PDEs), which
harbor EAL or HD-GYP domains [28]. The GGDEE
EAL and HD-GYP domains were the first c-di-GMP
modules to be identified using bioinformatics analyses,
and these domains are widely distributed in bacterial ge-
nomes [28-30]. Hybrid proteins that contain both
GGDEF and EAL domains have also been identified. In
addition, other domains are often present, including
sensory and regulatory modules, such as Per/Arnt/Sim

Page 2 of 14

(PAS), GAF, HAMP, REC, and MHTY, that modulate
their enzymatic activities in response to external stimuli
[28, 31]. The identification and functional characterization
of c-di-GMP-associated proteins have indicated that the
downstream signaling mechanisms of the c-di-GMP
pathway might be versatile [32].

Various in silico analyses of proteins have demon-
strated in that such studies can contribute to the identi-
fication to the function of a specific protein; these
analyses have been performed by using a growing num-
ber of bioinformatics resources [33]. This work reports
an analysis performed on the genomes of nine Azospirillum
strains: A. brasilense Sp245, A. brasilense Sp7, A. brasilense
Az39, A. lipoferum 4B, Azospirillum sp. B510, and the
recently sequenced genomes of A. thiophilum BV-S', A.
halopraeferens DSM 3675, A. oryzae A2P, and A. humicire-
ducens SgZ-5". We focused on identifying the genes encod-
ing proteins containing the GG[D/EJEF, EAL and GG[D/
EJEF-EAL domains and on characterizing the associated
sensing and signaling domains. This work will contribute to
our understanding of this important family of proteins that
regulate cellular levels of c-di-GMP in Azospirillum.

Methods

We constructed the repertoire of genes coding for
GG[D/EJEF, EAL and GG[D/E]EF-EAL domain proteins
by analyzing nine Azospirillum genomes. The accession
numbers of the chromosome and the other replicons in
the genome of these strains are listed in Table 1.

The genomes were analyzed by performing BLAST
searches of the GenBank database of the National Center
for Biotechnology Information, with the Rapid annotation
using subsystems technology (RAST) server [34], PFAM
[35], SMART [36], PROSITE [37], conserved domain
database [38], and MiST2.2 [39], websites to search for
protein sequences from the Sp245, Sp7, Az39, 4B, B510,
BV-ST, DMS3675, A2P and SgZ—ST genome sequences.
The amino acids of the motifs present in the various do-
mains were identified using conserved domain database
[38]. Clustal Omega was used to generate multiple protein
sequence alignments [40, 41]. The localization of the sig-
naling motifs was identified using the transmembrane
helices in proteins (TMHMM) server to predict trans-
membrane helices [42]. All programs were used by follow-
ing the specified parameters for successful analysis. The
platform I-Tasser web server was used for automated pro-
tein structure and function predictions [43, 44]. Compari-
sons of the protein sequence domains were performed
using the well-characterized homologous protein PleD of
Caulobacter crescentus as a reference for the amino acid
motifs of the GGDEF protein domain [45] and RocR from
Pseudomonas aeruginosa as a reference for the EAL con-
taining domain [46]. The crystal structures of a DGC
(WspR) from P. aeruginosa [47] and the EAL domain of
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C. crescentus were used for the structural analyses [48] as
suggested by the server and the I-Tasser parameters were
run [49, 50]. In this study, models exhibited a higher C-
scores (better model) were used, and models analyzed
against the structure with higher resolution were used to
create the corresponding model. The analysis was con-
ducted and figures were made using the Chimera UCSF
program [49] and VDM [50].

Results

Number and features of domains identified in the
translated products from genes encoding predicted DGC
and PDE proteins

A search for genes encoding enzymes involved in c-di-
GMP metabolism was performed in the genomes of
three strains of A. brasilense (Sp245, Sp7 and Az39) and
in the genomes of A. lipoferum 4B, Azospirillum ssp.
B510, A. thiophilum BV-ST, A. halopraeferens DMS3675,
A. oryzae A2P, and A. humicireducens Sg-Z-5" (Table 1).
Some of these strains have composite genomes, contain-
ing several large plasmid-type replicons designated
chromids [51] (because they contain essential genes), in
addition to the chromosome (the largest replicon). A
systematic analysis and comparison of the 9 genomes
(Table 1) was performed as described in the methods
section to identify the putative translated products that
have diguanylate cyclase (DCG) and phosphodiesterase
(PDE) activities and to define the amino acid motifs or
signatures involved in catalytic activity, allosteric
inhibition and interaction with metals (magnesium or
manganese). This survey led to identification of three
enzymatic classes of predicted proteins: DGCs, PDEs
and hybrid DGC-PDEs. Indeed, even though the GGDEF
and EAL domain-containing proteins have opposing
activities, these two domains are often found coupled in
the same proteins, which are referred to as hybrid pro-
teins because they carry both domains. This nomencla-
ture agrees with the presence of conserved amino acid
motifs and with the distinctive secondary structure top-
ology of these proteins [52]. The survey results led to
the construction of a catalog of proteins predicted to be
involved in c-di-GMP metabolism, as shown in Table 1.
The number of genes encoding GGDEF, EAL, and
hybrid domain proteins in each genome are as follows:
A. humicireducens, 29 genes; A. brasilense Sp7, 34 genes;
A. brasilense Sp245, Az39, and A. thiophilum, 35 genes
each; A. halopraeferens 38 genes, A. lipoferum 4B and A.
thiophilum 40 genes each; and Azospirillum ssp. B510
41 genes (Tables 1 and 2).

The relative proportions of enzymes from each of the
three classes, is shown in Table 2. Azospirillum genomes
encode for 14 to 20 DGCs enzymes, which contain the
GGDEF domain (Table 2 and Additional file 1: Table S1).
Four PDE enzymes, which contain the EAL domains, are
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present in A. brasilense Sp7, A. halopraeferens, A. oryzae,
and A. humicireducens, whereas five PDE enzymes are
found in the other strains (Table 2 and Additional files 1,
2 and 3: Tables S1, S2, S3, and S4). From the third class of
enzymes, representing the hybrid proteins, 10 of these
hybrid proteins are present in A. brasilense Sp245 and
Az39 and nine in Sp7. The number of hybrid domain pro-
teins is larger in the other six genomes, which contain 11
to 17 (Table 2 and Additional files 1 and 2: Tables: S2, S3,
and S4). There is a core set of fifteen genes that are com-
pletely conserved among all nine Azospirillum strains;
these genes encode for the following proteins: (i) eight
DGCs, which belong to the PleD, WspR, or CdgA families
[26] and seem to be functionally important independent
of host-related or environmental specializations, in the
Azospirillum strains, (ii) three PDEs, which include ChsA,
a protein that was functionally characterized as being in-
volved in chemotaxis and aerotaxis [25, 53]; and (iii) four
highly conserved GGDEF-EAL hybrid proteins (Table 3
and Additional file 1: Table S1). The proteins of each class
differ in their lengths, architectures, sensor domains and
cellular localization, which were predicted by structural
analysis (Table 3 and Additional file 3: Table S3). Almost
all of the proteins harbor accessory domains at their
N-termini, with a few exceptions that will be described
later in the manuscript. A similar diversity in the number
of proteins and architecture has also been shown in
other bacterial genomes [54, 55]. In particular, as ob-
served in the case of Azospirillum, proteins encoded
by the genomes as containing EAL domains were less
frequent than proteins encoded as containing GGDEF
domains [54-56].

The subgroup of hybrid proteins containing tandem
GGDEF/EAL or EAL/GGDEF domains are classified as
DGCs, PDEs or DGC/PDEs (hybrid proteins) depending
on the degree of conservation of the critical amino acid
residues in their signature domains [28, 45, 46]. It was
observed that all Azospirillum genomes have predomin-
antly two types of hybrid proteins (Table 3 and
Additional files 3 and 4: Tables: S3 and S5). In the first
type of hybrid protein, the domains comprise highly
conserved amino acid sequences suggesting that these
hybrid proteins may exhibit both DGC and PDE activ-
ities. Because hybrid proteins also contain a regulatory
partner or a sensor domain, these proteins require a
mechanism by which to modulate their opposing activ-
ities. The associated sensor domain might determine the
balance between the dual enzymatic activities via internal
or extracellular signaling, as previously described for
DcpA, a DGC/PDE protein from Agrobacterium tumefa-
ciens that regulates attachment and biofilm formation.
BphGL is a photoreceptor from Rhodobacter sphaeroides
that is capable of both c-di-GMP synthesis and hydrolysis,
and MucR is a protein from P. aeruginosa that has dual
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Table 2 Frequency of occurrence of genes encoding GGDEF, EAL, and hybrid domain proteins in the genomes of Azospirillum strains

DOMAIN #  Abrasilense  Abrasilense  Abrasilense  Alipoferum — Azospirillum  A.thiophilum  Ahalopraeferens — A.oryzae  Ahumicireducens
245 Sp7 Az39 48 B510 BV-S' DMS3675 A2P Sg-Z-5

GGDEF 20 20 20 19 19 17 20 19 14

EAL 5 5 5 5 5 4 4 4 4

Hybrid 10 9 10 16 17 13 14 17 1

Total 35 34 35 40 41 34 38 40 29

Data extracted from http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins http://, SMART data base http://smart.embl-heidelberg.de/

activity and is involved in alginate biosynthesis via c-di-
GMP signaling [57-59].

In contrast, there were hybrid proteins in each Azos-
pirillum genome that belonged to the second type of hy-
brid protein and were predicted to be enzymatically
inactive with a “highly degenerate” GGDEF domain
(Additional file 2: Table S2). However, the EAL domains
of these proteins contain all of the amino acid motifs for
PDE activity and are highly conserved [28, 45, 46], which
suggests that these proteins correspond to PDEs that are
catalytically active. This second type of hybrid proteins,
with only a conserved EAL catalytic site, usually also has
a signal-sensing partner domain, suggesting distinct
modes for the regulation of PDE activity under different
contexts, as shown in Table 3 (Additional files 2, 3 and 4:
Tables: S2, S3, and S5) and as previously reported [60, 61].

Genomic relatedness between Azospirillum strains

Next, we performed a Venn diagram analysis in which
each circle contained the memberships of the compared
genomes. The relationships between all the putative pro-
teins involved in c-di-GMP metabolism were assessed by
considering whether they were conserved or were re-
stricted to only one genome. The A. brasilense Sp245, Sp7
and Az39 genomes were compared with the genome of A.
lipoferum 4B; 21 proteins were shared, but 18 proteins
were indicated to be unique to the 4B genome (Fig. 1a).
The B510 genome was compared with the genomes of the
A. humicireducens, A. thiophilum and A. oryzae strains,
and 23 proteins were conserved in all four genomes
(Fig. 1b); only seven proteins were unique to the B510
genome, indicating that these genomes were the most
closely related. Only 18 proteins were conserved in among
the genomes of A. brasilense Sp245, Sp7, A. lipoferum 4B,
and A. halopraeferens, and 13 proteins were found to be
unique to the genome of A. halopraeferens (Fig. 1c). As
these proteins are involved in signaling, these finding sug-
gests that Azospirillum have evolved diverse transduction
pathways, allowing better adaptation to a given niche.

Sensory and regulatory module domains identified in
GGDEF, EAL, and hybrid proteins

We further described the domain architectures found in
each of the aforementioned sensory signaling domains

identified in the GGDEF, EAL, and hybrid proteins; most
of the proteins contained at least one predicted sensory
domain, as shown in Table 3 (Additional files 2, 3 and 4:
Tables: S2, S3 and S5). However, we found some excep-
tions, i.e., one to three putative GGDEF proteins, two
EAL proteins, and one to two predicted GGDEF-EAL
proteins were identified in all of the analyzed genomes.
Other predicted proteins were seen to have at least one
sensory domain. These regulatory or sensory domains
detect small molecules, such as redox potential molecules,
oxygen, nitric oxide (NO), light, voltage, osmolarity, and
nutrients, and are also involved in protein-protein interac-
tions. These domains enable the bacterium to integrate
various types of input signals to establish a coordinated
cellular output. In addition, all of these domains have
regulatory functions that modulate the enzymatic activ-
ities of DGCs and PDEs in response to diverse environ-
mental stimuli [28-32, 54, 55, 62, 63]. Indeed, the REC
domain, which is a regulatory domain belonging to the
CheY-like superfamily, has been identified as a receiver
(phosphor-acceptor) domain or module that regulates the
output of DGCs that responds to extracellular or intracel-
lular signals transduced by their cognate sensor histidine
kinases. The REC domain can be used to determine activ-
ity because its drives GGDEF dimerization, a process that
is essential for activity and for cellular localization of the
protein [28, 45, 64—67]. In addition, a careful examination
of at least three databases revealed that some proteins
were predicted to have transmembrane domains (TMD)
and a peptide signal (signal P). These protein topologies
suggested that the putative proteins are anchored to a
membrane (Table 3 and Additional files 3 and 4:
Tables: S3 and S5).

The PAS domain appears to be prevalent in proteins
involved in c-di-GMP synthesis and degradation. In ef-
fect, as many as 38 predicted proteins contain one PAS/
PAC domain or two or three domains in tandem, as is
shown in Tables 3, 3S, and 5S. This domain is the most
abundant sensory module found in signal transduction
proteins throughout the bacterial kingdom; this domain
generally binds small molecules and is the largest super-
family among domains solely dedicated to signal trans-
duction [68]. Moreover, PAS/PAC domains are also
involved in the protein-protein interactions that lead to
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Table 3 List of the highly conserved GGDEF, EAL and GGDEF-EAL predicted proteins. The organization and domain architectures
found in the sequenced Azospirillum genomes
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Conserved predicted proteins containing GGDEF, EAL and GGDEF-EAL domains from all analyzed the genomes. Schematic representation of domain organization
of proteins found in the genomes. The domain prediction was performed based on protein sequences derived from the genome sequences of CdgA (diguanylate
cyclase A) and ChsA (phosphodiesterase) from the A. brasilense Sp7 strain using the simple modular architecture research tool (SMART) program. The GGDEF domains
are shown in rose, and the EAL domains are shown in blue. The sensor domains predicted by SMART are shown as follows: PAS/PAC, represented the PAS-fold family
(green); transmembrane domains, TMD (gray); CACHE 2, calcium channels and chemotaxis receptor family (pale blue); REC, response regulator receiver (blue). Data were
extracted from http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins:

The website is indicated for each protein with its accession number according to BLASTP shown in Additional file 1: Table S1.
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dimerization, which is usually essential for DGC activity
[26, 28, 54, 55, 64—66]. In addition, PDE enzymes also
often form dimers and tetramers, which are required for
activity [28, 60, 69]. Thus, if the Azospirillum genes en-
coding DGCs or PDEs are expressed, they may be sub-
jected to different environmental or intracellular signals
associated with PAS/PAC domains.

Bioinformatic analysis also identified HAMP domains
in some of the DGCs and DGC/PDE:s in all Azospirillum
species (Table 3, Additional files 3 and 4: Tables: S3 and
S5). These domains are defined as connectors between
the periplasmic and cytoplasmic spaces. In addition,
these domains transmit environmental stimuli across
cytoplasmic membranes, and the conversion of that in-
formation to a signal triggers a change in function [70].
HAMP domains can be found in DGCs and DGC-
PDEs that also have a TMD domain, suggesting that
they are anchored to a membrane (Additional files 3
and 4: Tables: S3 and S5).

Analysis of features found in selected predicted proteins
that are potentially involved in c-di-GMP signaling

In our previous work, we identified the c/isA gene, which
encodes a PDE protein named ChsA that is involved in
aerotaxis and chemotaxis [25, 53]. Herein, we found that
the chsA gene is highly conserved in the genomes of all
Azospirillum species (Table 3, Additional file 2: Table:
$2), showing a 99% to 51% similarity in amino acid resi-
dues in relation to A. brasilense Sp245. In addition, the
DGC named CdgA, which is encoded by the ID:
WP_035674663 gene in A. brasilense Sp7, was demon-
strated to be involved in biofilm formation [26]. In this
study, we found that cgdA is well conserved in the ana-
lyzed genomes (Table 3) and shares considerable identity
(from 98 to 60%) with proteins from A. brasilense
Sp245.
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An interesting feature that was observed in the pre-
dicted DGCs and hybrid proteins from all nine genome
sequences of the Azospirillum species is that they in-
clude both CACHE and TMDs in tandem domains
(Table 3, and Additional files 3 and 4: Tables S3 and S4).
The CACHE (calcium channels and chemotaxis recep-
tors) domain is an extracellular sensor domain that is
present in bacteria and detects extracellular signals, such
as small molecules and nutrients, and this domain is a
ligand-binding domain commonly found in bacterial
chemoreceptors [71]. These domains have been identi-
fied exclusively in proteins that contain output signaling
domains, such as the DGC and PDE signal transduc-
tion proteins [71]. The majority of known ligands for
the dCache_1 domain are amino acid sensors [72],
whereas many of the single CACHE domains bind
organic acids [73].

Only one highly conserved putative EAL-GGDEF hy-
brid protein was found in the studied genomes, and this
protein had an EAL domain at the N-terminus (Add-
itional files 3 and 4: Tables: S3 and S5). Both the EAL
and the GGDEF domains are highly conserved, suggest-
ing that these proteins might exhibit both activities de-
pending on internal cellular signaling.

Several predicted DGCs and hybrid proteins contained
both CHASE and TMDs domains at the N-termini
(Additional files 3 and 4: Tables S3: and S5). The
CHASE domain is a sensory domain named so because
it is found in cyclases/histidine kinases with sensory
functions. The CHASE domain is predicted to be a peri-
plasmic domain consisting of 362 amino acid residues
that serves as a transmembrane receptor and is often
found in bacteria and plants. CHASE domains bind
small molecules such as peptides and the phytohormone
cytokinin [74]. As a bacterium associated with plants,
Azospirillum might use this protein as a chemotaxis
receptor.

-

Fig. 1 Venn diagrams showing the distribution of families predicted to be involved in ¢-di-GMP metabolism from the genomes of Azospirillum
strains. a A. brasilense Sp245, Sp7, and Az39 and A. lipoferum 4B. b. Azospirillum sp. B510, A. thiophilum BVS-", A. oryzae A2P, and A. humicireducens
SgZ-5". c. A. brasilense Sp245, Sp7, A. lipoferum 4B, and A halopraeferens DSM3675. Numbers in black indicate the number of protein families;
numbers in parentheses refer to the number of unique proteins in each genome that not found in the other genomes

(-
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The predicted hybrid protein (GenBank: Sp245,
WP_014199675; Sp7, WP_059399655, and Az39,
WP_040138308) found in the A. brasilense genomes but
not in other genomes showed an interesting structural
architecture (Additional file 3: Table S3). This protein
possesses an MHYT domain encompassing seven TMDs
that are all localized at the N-terminus and has an
MHYT motif consisting of four conserved amino acid
residues (methionine, histidine, tyrosine, and threonine)
that are predicted to be located near the outer face of
the inner membrane. It has been suggested that the
MHYT domain serves as a sensing domain [31]. The
membrane topology of the MHYT domain indicates that
the conserved residues of this domain can coordinate
one or two copper ions, suggesting that this domain
plays a role in sensing oxygen, CO or NO. In addition,
the C- terminus includes PAS-GGDEF-EAL domains.
The gene encoding this protein is often fused to a LysR-
type DNA-binding helix-turn-helix protein, and an in-
vestigation of the genome organization showed that the
genomic position of this protein was conserved in the
genomes of all the A. brasilense strains [31, 39]. In P.
aeruginosa, alginate biosynthesis, formation of highly
structured biofilms, and inhibition of swarming motility
are regulated by MucR, which is a hybrid MHYT-DGC-
PDE protein [75].
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Structural and tridimensional topographies

Structural features of the GGDEF and EAL domains of the
DGCs, PDEs and hybrids proteins from the A. brasilense Sp7
genome

Next, we determined that the structural features of the
predicted proteins found in the A. brasilense Sp7 gen-
ome confirm previous predictions. All models of the
GGDEF, EAL or GGEDF/EAL proteins had C-scores
higher than 0.49 (better models had values close to 2)
[43, 44]. The C-values of all models are reported in
Table 4.

GGDEF-only DGCs and hybrid (GGDEF domain) proteins

The GGDEF protein models were constructed based on
the crystal structure of the GGDEF conserved domain of
WspR (PDB id: 3BRE), which has a crystallographic
resolution of 2.4 A [47]. Structural alignments, shown in
Fig. 2a, were performed using the GGDEF domain of
3BRE from amino acids L170 to Q339. Even though the
putative DGC protein (GG[DE]EF-only domain) se-
quences analyzed did not possess a highly identity per-
centages (ranging from 30.41 to 48.02%) (Additional file
5: Table: S7a), the proteins contained all the essential
conserved amino acid residues that bind the substrate,
GTP, to have enzymatic activity [76, 77]. The Web Logo
[78] alignment in Fig. 2a shows the characteristic

Table 4 C-score of the predicted structures of EAL and GGDEF proteins

GGDEF only C score EAL only C score GGDEF hybrid proteins C score EAL hybrid proteins C score
WP_059399097 079 WP_059398606 1.53 WP_079285130 1.25 WP_05939%067 061
WP_051140034 153 WP_051140161 161 WP_051140186 133 WP_079285130 1.83
WP_035675850 058 WP_035672792 1.08 WP_051140104 1.28 WP_051140186 1.80
WP_035672942 060 WP_035682417 1.83 WP_059398931 1.18 WP_051140104 1.78
WP_035674663 058 CAJ18244 1.60 WP_059399067 0.68 WP_059398931 1.73
WP_035674304 059 WP_051140628 1.24 WP_051140628 1.82
WP_035671267 059 WP_035678503 1.27 WP_035678503 1.65
WP_035671094 049 WP_059399655 1.27 WP_059399655 1.72
WP_035671042 108 WP_059399677 1.29 WP_05939%677 1.71
WP_035670844 059

WP_035670654 079

WP_035676633 061

WP_035671246 073

WP_051140383 081

WP_035678542 088

WP_059399331 052

WP_059399449 1.15

WP_035682812 096

WP_079285367 054

WP_051140397 077

The data were extracted from the I-TASSER server for protein structure and function. The website is indicated for each gene with is accession number according

to BLASTP
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Fig. 2 Models and structural features of GGDEF, EAL and hybrid proteins from the A. brasilense Sp7 genome. a Diguanylate cyclase domain
structures from the A. brasilense Sp7 genome. The structures shown correspond to the 20 conserved DGCs sequences indicated in Table 4 in

comparison to the crystal structure of WspR (PDB id: 3BRE; red) from P. aeruginosa [47). The domain surface representations are labeled in white,
and the bound ligand is labeled in green. The Weblogo sequence [78] is based on the PFAM alignments, which show conserved GG[D/E]JF
motifs and are colored green-red. b. Domain structures of phosphodiesterase from the A. brasilense Sp7 genome. The structures shown correspond to
the five conserved PDE-EALs indicated in Table 4 in comparison to the crystal structure of PdeA (PDB ID: 3U2E; red) from C. crescentus [48]. The domain
surface representations are labeled in white, the bound ligands (EAL domain) are shown in yellow, and loop 6 is colored green. The
Weblogo sequence [78] is based on the PFAM alignments, which show a conserved motif. The red amow indicates the visible discrepancies in the
3U2E crystallographic structure. ¢. Structures of the hybrid proteins from the A. brasilense Sp7 genome. The structures shown comrespond to the nine
hybrid sequences indicated in Table 4 in comparison to the crystal structure of WspR (PDB id: 3BRE; red) from P. aeruginosa [47]. The domain surface
representations are labeled in white, and the bound ligand is labeled in green. The WeblLogo sequence [78] is based on the PFAM alignments, which
show a conserved GG[D/E]F motifs and are colored green-red. The structures shown correspond to the nine conserved PDE-EALs indicated in Table 4
in comparison to the crystal structure of PdeA (PDB ID: 3U2E; red) from C. crescentus [48]. The domain surface representations are labeled in white, the
bound ligands (EAL domain) are shown in yellow, and loop 6 is colored green. The WebLogo sequence [78] is based on the PFAM alignments, which

show a conserved EAL motif. The red arrow indicates the visible discrepancies in the 3U2E crystallographic structure

secondary structure elements of the DGCs, such as five
a helices and seven short B strands (a;p;a03B2B304P4Ps.
BeasP7) [52]. In addition, regions of the sequence were
identified with high root main square deviation (RMSD)
values, namely, R195 to L203, C240 to L246, P260 to
P264, and T275 to F312, as shown in Additional file 5:
Table: S7a. High RMSD values were found for most of
these regions except for T275 to F312, which corre-
sponded to the loop regions shown in Fig. 2a. The re-
gion from T275 to F312 corresponded to a loop region
and a B strand that crossed from one side to the other in
each of the protein models. In this region, the models

exhibited a secondary structure. We suggested that the
absence of a secondary structure may be the result of
protein model construction and that these structures
must be studied by circular dichroism spectroscopy or
dynamic simulations in further studies.

The GGDEF hybrid proteins had a sequence conserva-
tion percentages ranging from 24.11 to 33.14% (Add-
itional file 5: Table: S7b). As indicated by the high
RMSD values, these regions corresponded to sequence
gaps or insertions, primarily from R195 to Q202 and
S$280 to L294. The ALJ36098 protein (GenBank ID:
WP_059398931) was found to have the most different
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sequence in the characteristic of GGDEF motif (Add-
itional file 2: Table: S2 b3). Indeed, ALJ36098 had an
SDHAF motif; this variation is divergent in the sizes and
charges of the amino acid residues involved in enzymatic
activity, suggesting that this predicted protein lacks cata-
lytic activity [64—66, 76, 77]. Additionally, an electro-
static potential analysis mapped on the protein surfaces
showed that the SDHAF motif changed the charge dis-
tribution. These changes may confer on the protein a
different affinity for its ligand compared to the affinity of
GGDEF proteins (Fig. 3) [76, 77].

EAL-only PDEs and hybrid (EAL domain) proteins

EAL-only proteins

EAL proteins from the A. brasilense Sp7 genome were
compared to the crystal structure of the EAL domain of
PdeA from C. crescentus (PDB ID: 3U2E), which has a
crystallographic resolution of 2.32 A [48]. When com-
pared to 3U2E, the EAL-only proteins had lower se-
quence conservation, ranging from 19.50 to 36.44%,
than the EAL hybrid proteins. (Additional file 5: Table:
S7c). As indicated in Fig. 1b, the regions with high
RMSD-backbone values are located in different sections
across the structures, e. g, the first ten amino acids at
the amino terminus; these regions are A327 to G350,

3BRE

ALJ36098

Fig. 3 Structure of ALJ36098 from the A. brasilense Sp7 genome.

a The model superimposed with WspR (PDB id: 3BRE) from P.
aeruginosa [47]. The 3BRE structure is colored red. The GGDEF motif
is colored green, and the SDHAF motif is shown superimposed.

b The electrostatic potential (+/- 4kT/e) calculated with the APBS of
both proteins in the same orientation, as indicated above (a). The
positive amino acid residues are colored blue, and the negative
amino acid residues are colored red. The potential difference in the
binding site changes in ALJ36098
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W369 to P393 and R464 to V501. As indicated in Fig.
1b, some loops from the EAL-only proteins with visible
discrepancies were included in the comparison to the
crystallographic structure. However, as shown in Fig. 2b,
the crystal structures of the EAL domains show that the
proteins possess the conserved signature motif (EAL) in
addition to the flexible loop (“loop 6”), which has been
extensively characterized in (B/a) barrel proteins, and
that both of these features are required for catalytic ac-
tivity in a functional protein [60, 69, 76, 79, 80].

EAL-hybrid proteins

The sequence conservation percentages for these pro-
teins ranged from 29.02 to 43.20%. The lowest conserva-
tion percentage corresponded to ALJ36617 (GenBank
ID: WP_059399067) and the highest to ALJ36098 (Gen-
Bank ID: WP_059398931). Moreover, the low sequence
conservation appeared not to be a factor for model pre-
diction by I-Tasser. As shown in Fig. 2c, the structural
alignment of 3U2E against all of the EAL hybrid proteins
gave a low RMSD value for the backbone atoms. The
amino acid residues, when present, had high RMSD
values for residues from T368 to T380 (3U2E sequence
numbering) (Additional file 5: Table: S7d). These regions
presented greater sequence fluctuation, including gaps in
some of the sequences; however, the amino acid residues
involved in the ligand-metal binding of c-di-GMP and
enzymatic activity are highly conserved in all sequences
[48, 60, 76, 79-81] (Fig. 2c). In addition, residue M358
exhibited some changes, including-change from a me-
thionine in 3U2E to hydrophobic residues (such as val-
ine, leucine or alanine) in a majority of the analyzed
sequences and to threonine in ALJ39102 (GenBank ID:
WP_059399677).

Discussion

It is well documented that in the bacterial kingdom c-di-
GMP signaling is linked to biofilm formation and several
other phenotypes that are important to the lifestyle of
bacteria. We advanced our understanding of c-di-GMP
signaling in the most important species of Azospirillum,
e.g., those that are used as inoculants to promote plant
growth or in soil bioremediation, by studying how many
domain architectures and tridimensional structures were
contained in the predicted proteins of genes encoding
DCGs, PDEs and DGC-PDEs; these genes are wide-
spread and are found in other environmental and soil
bacteria. Indeed, approximately 29 to 41 genes encoding
these modular signaling proteins were identified in the
Azospirillum genomes, establishing that the distribution
of this genes in Azospirillum is comparable to that in
other bacteria from soil or marine environmental bac-
teria, such as Sinorhizobium meliloti [82], other species
of Rhizobium [83], Pseudomonas putida [62], Shewanella
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oneidensis (63, 84], and Burkholderia lata SK875 [85],
which reportedly encode a considerable number of pro-
teins predicted to be involved in c-di-GMP metabolism.

The comparisons of the genomes showed that 15 pro-
teins shared a significant percentage of identity at the
amino acid residue level (the genes comprising the core),
indicating the genetic relatedness among Azospirillum
strains as previously described [6, 67, 86]. In addition,
some of the genes were duplicated and identified at dif-
ferent genetic locations (chromosome or chromids) in
the same genome, indicating that they might be derived
from the duplication of a common ancestral gene that
then diverged from the parent copy by mutation and se-
lection, as proposed by the phylogenetic analysis. This
evolution suggests that these genes were paralogs and
that they were likely acquired by horizontal transfer
(HGT), as defined for the A. brasilense and A. lipoferum
genomes [6, 67, 86, 87]. Notably, it was observed these
genomes possessed genes that encoded for ChsA, a PDE
involved in chemotaxis and aerotaxis, and it has been
well established by Russell et al. [25] that Azospirillum
uses chemotaxis to navigate through the soil to find op-
timal surroundings for survival. Thus, the control of cel-
lular motility by c¢-di-GMP signaling is the best
illustration, to date, of the importance of a c-di-GMP-
controlled rapid response to changing environmental
conditions. Based on with phylogenic analysis, the ge-
nomes were clustered in three groups: strains of A. bra-
silense (Sp245, Sp7 and Az39) included in the same
clade; strain A. lipoferum 4B, which clustered with Azos-
pirillum B510, A. humicireducens SgZ-5", A. thiophilum
BV-ST, and A. oryzae A2P; and A. halopraeferens
DSM3675, the genes of which were the most divergent.
This is in agreement with previous studies on the whole-
genomes of Azospirillum strains [6—14]. In addition, it
was interesting to note that proteins encoded by the A.
halopraeferens genome showed very complex structural
features, as indicated in Table 5S (Additional file 4). A.
halopraeferens, isolated from the rhizoplane of Kallar
grass (Leptochl oa fusca L. Kunth), is a salt tolerant bac-
terium [88]. The bacterium was inoculated to an oilseed
halophyte Salicornia bigelovii Torr plant in salt-
contaminated, infertile areas, and under these detrimen-
tal stress conditions, the plant-growth-promotion was
significantly improved [89]. Therefore, the data obtained
here strongly suggest host specificity and environment-
specific adaptation.

The domain architectures of the deduced amino acid
sequences of DGC and PDE proteins from Azospirillum
genomes were also predicted that to included diverse
sensor domains, such as REC, PAS/PAC, CHASE, GAF,
MHYT and CACHE, that are involved in activity regula-
tion by driving the protein dimerization process, which
is essential for activity, or by sensing small molecules
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commonly found in rhizospheric or aquatic habitats
[28-32, 69, 90]. These predictions are useful to predict
how bacteria are able to monitor the internal metabolic
status of a cell as well sense environmental cues, such as
those from root exudates or the rhizosphere, or signals
associated with a particular environment [57-59, 62, 63,
83, 91].

Furthermore, the cellular localization of some proteins
was assessed by the presence or absence of transmem-
brane helices; the cellular localization of these proteins
might indicate that the cellular c-di-GMP pool is local-
ized to support functional micro-compartmentalization,
which may be participate in the response to different en-
vironmental signals or may allow membrane localization
of the protein after a spatial signal is sensed, thereby
regulating its enzymatic activity with the corresponding
co-localization of DGC, as previously described in sev-
eral studies [28, 57, 59, 65, 77].

The analysis of structural architecture has proven to
be very informative with regard to putative functions of
signalling proteins. It was mentioned that a majority of
hybrid proteins have conserved EAL catalytic sites, and
these predicted proteins contribute to the total PDE cel-
lular activity. The inactive GGDEF domains of these pro-
teins function by regulating hydrolytic activity, as
previously described in Xanthomonas oryzae pv. oryzi-
cola [91], or by acting as “trigger enzymes” with a dual
function of either hydrolyzing c-di-GMP, or acting as an
effector that binds to a transcriptional regulator that acts
on a promotor involved in a signaling cascade. This sig-
naling cascade controls matrix production in the biofilm;
or can also control its own transcription, as described
for PdeR and PdeL from Escherichia coli [92, 93]. This is
the case for the ALJ36098 protein from A. brasilense
Sp7 which is predicted to lack catalytic activity [76, 77];
however, this protein might exhibit regulatory or effector
functions by binding c-di-GMP or GTP, as previously
described for some hybrid proteins [70, 89-92], or may
act as an effector in the c-di-GMP signaling cascade as
previously described [92-94]. Considering the data pre-
sented here, we suggest that this structural analysis pro-
vides important information to predict the function of
these proteins containing GGDEF, EAL, and hybrid do-
mains, and creates a paradigm for future studies on the
evolution of enzymes involved in c-di-GMP metabolism.

Conclusions

In summary, compared to other plant-associated bac-
teria Azospirillum were found to contain a number of
similar genes (29 to 41) encoding DGCs and PDEs in
their genomes. Our findings help elucidate the functions
of the predicted hybrid multi- domain proteins, which
allow the bacteria to integrate different signals via sig-
nificant signaling plasticity. Indeed, this significant
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flexibility might reflect differentially regulated c-di-GMP
signaling mechanisms in Azospirillum that enable re-
sponses to distinct environmental and cellular signals.
Therefore, in silico analysis of the ligand binding do-
mains in the genomic sequences is a pre-requisite for
further experimental characterization and evaluation of
biological function. Thus, these conserved signaling pro-
teins might be ecologically relevant and may explain
how Azospirillum adapts to its specific ecological niche.
An interesting question is raised regarding involvement
of these proteins in physiological regulation. Future
phenotypic and biochemical studies are needed to an-
swer this question.
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