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Resumen
Azospirilum brasilense es una PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), debido al

efecto benéfico demostrado que ejerce en diferentes plantas de interés agrondmico. Para una
efectiva y prolongada interaccion bacteria-planta, este microrganismo forma biopeliculas, las
cuales son comunidades bacterianas inmersas en sustancias poliméricas extracelulares. El
segundo mensajero Diguanosin Monofosfato ciclico (di-GMPc) se definid6 como un
mecanismo de regulacion de varios fenotipos, entre ellos la transicion de la célula planctonica
a sésil (formacion de biopelicula). La concentracion intracelular del di-GMPc es regulada
mediante dos actividades enzimaticas opuestas, la sintesis y degradacion del segundo
mensajero. Las que presentan actividad de DGC, se caracterizan por presentar los motivos
GGD(E)EF, conservados, mientras que las fosfodiesterasas (PDEs) contienen motivos
conservados EAL, ambas incluyen en su arquitectura modular, diversos dominios de
sefalizacion, tales como REC, PAS, MHYT, GAF, CHASE y CACHE. En nuestro grupo se
llevo a cabo el estudio fenotipico del gen cdgD que codifica para una proteina hibrida, que
cuenta con ambos dominios DGC y PDE con motivos conservados GGDEF y EAL,
anotandose como CdgD, proteina multidominio que posee también los dominios de
sefalizacion PAS y CHASE. El analisis fenotipico mostr6 que el gen cdgD codifica para una
proteina modular reguladora del di-GMPc implicada en produccion de biopelicula, sustancias
poliméricas extracelulares y movilidad, que se expresa en vida libre y en asociacion con la
planta. Por lo que, consideramos relevante continuar con el estudio de CdgD, para analizar
el papel del dominio sensor CHASE, mismo que posiblemente estaria regulando su funcién
como DGC y/o PDE como respuesta a la union al ligando(s). Para establecer la interaccion
del dominio CHASE de CdgD con distintos posibles ligandos, se realizaron estudios de
acoplamiento molecular utilizando los siguientes ligandos: prolina, trans-zeatina (tZ), e
isopentiladenina (iP), y a la region periplasmica de CdgD como receptor, obteniéndose datos
relevantes ya que la prolina, si bien se uni6 al sitio de union conocido (cavidad de la region
denominada PAS distal), esta unién se dio con una menor afinidad ligando receptor (AG), en
tanto que, entre las hormonas vegetales tZ e iP, de acuerdo a los valores termodinamicos de
los andlisis in silico, seria la 1P la que presentaria una mayor afinidad y la sefial quimica que

modificara su funcion. Para reforzar este resultado se disefiaron in silico tres mutaciones de



residuos de aminoacidos conservados: R*3%A, con una AG menor respecto al CHASE nativo,
propiciando una mejor unién del ligando (iP) al receptor. La mutacién L'*2A4, mostrd
disminucion de manera significativa en la probable union del ligando a la cavidad (region
PAS distal), observado en un aumento en la AG, en tanto que el cambio de Y1114 abatié de
manera significativa la unién del ligando receptor, con AG positivo.

Con el fin respaldar de manera experimental estas predicciones, se disefiaron iniciadores que
permitan obtener las mutantes que modifiquen el dominio CHASE, en el plasmido generado

en este estudio inicial.

1. Introduccion.
El déficit alimentario que prevalece en el mundo y especialmente en las regiones con un

menor desarrollo econdémico, obedece a diversos factores y es complejo. Por tal motivo es
fundamental el aporte de conocimientos que den lugar a practicas de cultivo sustentables y
sostenibles que sustituyan a las hoy predominantes, las cuales se basan en el uso de pesticidas
y nutrientes de naturaleza inorganica. Los que, si bien ofrecen beneficios en cuanto al
rendimiento de los cultivos, son altamente contaminantes y erosionan el suelo, ademas de
generar desequilibrios ecologicos. Al paso del tiempo esto ha propiciado que hoy en dia
exista una menor disposicion de suelos cultivables sanos, por lo que, de seguir esta tendencia,
los recursos naturales necesarios para la agricultura se veran condicionados, y en algunos
casos ya no estaran disponibles para generaciones futuras. Lo que hace el estudio de los
ecosistemas del suelo y sus diversos componentes, un tema clave en el desarrollo de nuevas
maneras de abordar el tema de la agricultura, refiriéndonos con esto a la denominada

Agroecologia (Pedraza et al., 2020).

1.1 Rizosfera
La rizosfera es el ambiente biofisico y biogeoquimico localizado en la zona del suelo

influenciada por los exudados radiculares de la planta, los cuales, tienen una composicion
distinta adecudndose a la diversidad de condiciones del medio y a la etapa de desarrollo en
la que se encuentre la planta, disefiando asi su propia microbiota, atrayendo o repeliendo a
los microorganismos de la rizosfera segiin lo requiera, se ha reportado que entre los
principales componentes de los exudados radiculares se encuentran: acidos organicos,
intermediarios del ciclo de los acidos-tricarboxilicos, carbohidratos, fitohormonas,
compuestos fenolicos, vitaminas, aminoacidos, etc. En la rizosfera se llevan a cabo una serie

de interacciones entre los distintos organismos que la habitan, es decir entre la planta y
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bacterias, hongos, virus, nematodos y los unos con los otros indistintamente (interaccion
planta-microorganismo, microorganismo-microorganismo, etc). Todas estas formas de vida
deben satisfacer necesidades nutricionales que consisten principalmente en fuentes de
carbono, nitrégeno, fosforo, azufre y los llamados oligoelementos, su desarrollo y
supervivencia se ven también condicionados por factores ambientales como pH, temperatura,
0., humedad, etc. Estas necesidades y condiciones son cubiertas en la rizosfera ya que se
suscitan tanto sinergias y cooperaciones como antagonismos que dan origen a eventos de
coevolucion que aseguran la supervivencia de sus habitantes, este nicho ecologico, cuyas
caracteristicas y condiciones son dinamicas y estan condicionadas por la expresion de
diversos sistemas de defensa, simbiosis, cooperacion y adaptacion es muy complejo. La
rizosfera es influenciada por los genomas de sus habitantes y la expresion de determinados
genes de acuerdo con las condiciones puntuales prevalecientes, son entonces estas
caracteristicas las que hacen tan relevante su estudio, Figura 1 (de la Fuente Cant¢ et al.,
2020).

had
. Seed
. microbiome

Root cap and
border cells

PHYSICAL 0As, aa, sugan
+ Growth affects soil porosity and soil density gradients.
+ Root exudates modify soil water retention and hydraulic conductivity.

CHEMICAL
+ Root mucilage and exudates affect nutrient dynamics
* Rhizodeposition and root uptake changes soil pH, mineral composition, and soil carbon.

BIOLOGICAL
* R itment of soil microor 2 dependently linked to root activity.

. Rhnzosphenc microorganisms can benefit plant fitness and adaptation to biotic and abiotic constraints.
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Figura 1.

Establecimiento de la rizosfera y aumento de la complejidad en todo el ciclo de vida de la planta. Procesos
y rasgos fisicos, quimicos y bioldgicos clave que confirman el fenotipo extendido. Tomado de: de la Fuente
Cant6 et al., 2020.

1.2 Azospirillum
Se reportd por primera vez un aislado del género Azospirillum de suelos pobres en nitrogeno

en los Paises Bajos en 1925, inicialmente anotado como Spirillum lipoferum (Beijerinck,
citado en Cassan et al., 2020), es una a-proteobacteria, Gram negativa, perteneciente a la
familia Rhodospirillaceae. De forma vibroide, de 1.0-1.5 pm de ancho y 2.0-3.0 um de largo.
Las células pueden cambiar de forma y tamafio de acuerdo con la edad de cultivo produciendo
quistes (Okon, 1985; Burdman et al., 2000). Crece de manera optima a 30-32 °C y a un pH
entre 6.0 y 7.0 (Bashan et al., 2004), en medio de cultivo solido con la adicion del colorante
Rojo Congo, se describen colonias de color rojo escarlata, debido a las sustancias que

componen la biopelicula (Rodriguez-Caceres, 1982).

1.3 Azospirillum brasilense.
A. brasilense se describio en Brasil por primera vez en 1978, en el grupo de trabajo de Johana

Dobereiner (Bergey et al., 1984). Las dos cepas mas estudiadas son Sp7 (ATCC 29145) y
Sp245 (Anotada actualmente como A. baldaniorumSp245)(dos Santos Ferreira et al., 2020),

ambas fueron aisladas de pastos tropicales en Seropedica, Brasil.

1.4 Azospirillum como PGPR.
Debido a que este género se encuentra muy difundido en la rizosfera de muy diversos cultivos

en todo el mundo, aportando beneficios diversos que se traducen en la promocion del
crecimiento en las plantas con las que se asocia, se le ha clasificado dentro de un grupo
denominado PGPR, por multiples mecanismos: fijacion nitrégeno en vida libre en ambientes
con niveles bajos de oxigeno, producccion fitohormonas como AIA, IBA, citocininas,
giberelinas, NO (de-Bashan et al., 2010), solubilizacion sales de fosfato, producccion de
sider6foros, competencia con fitopatogenos, y confiere proteccion contra factores abidticos
causantes de estrés como sequia, salinidad, o compuestos toxicos (Fukami et al., 2018),
estimulando el crecimiento de la raiz y la formacion de pelos radiculares, lo cual aumenta la

capacidad de la planta para obtener agua y nutrientes del suelo (Cassan et al., 2020).
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Figura 2.

Plantas inoculadas con A. brasilense.

(A) Cultivo de raices de fresa inoculadas con 4. brasilense (Az) y el control (¢) sin inoculacion bacteriana. (B)
Planta de tomate inoculada con Azospirillum (izquierda) y el testigo (derecha). Tomado de: Pedraza et al., 2020

1.4.1 Colonizacion y Asociacion de Azospirillum con la planta.
La adherencia de las células de Azospirillum a la superficie de la raiz de la planta se considera

el primer paso en el proceso de colonizacion (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000), puesto que
Azospirillum coloniza fundamentalmente la superficie de la raiz de la planta, no obstante a
que se ha reportado que algunas cepas son capaces de colonizar los tejidos internos de la
planta sin por ello causar sefiales visibles de dafio o infeccion al hospedero (Schulz & Boyle,
2006; Steenhoudt & Vanderleyden, 2000). A. brasilense se ubica al interior de la planta a
través de cortes naturales del tejido cortical de la planta, justo en donde se encuentran las
uniones con las raices laterales o por pelos radiculares lisados. La facultad de 4. brasilense
para alcanzar poblaciones significativas en la superficie radicular es una condicion “sine qua
non” para aportar sus efectos benéficos, misma que estd en funcion de diversos factores,
entre los que se mencionan todos aquellos involucrados en la colonizacion de las plantas
(movilidad, quimiotaxis, y formacion de biopelicula); hidrofobicidad y carga de la pared
celular, presencia de lipopolisacéaridos y lectinas, etc., necesarios para una exitosa interaccion
bacteria-planta, sin embargo algunos estudios mencionan, que la quimiotaxis seria uno de

los procesos de mas preponderancia , ya que influye en la llegada de los microorganismos a
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la rizosfera, contribuyendo esto a su supervivencia y mejorando su capacidad de colonizacion

para propiciar un contacto cercano entre los dos organismos, Figura 3.

Figura 3.

Microfotografia electronica por escaneo de plantulas de fresa colonizadas por A. brasilense.

(a) Raiz control sin bacteria; (b) células bacterianas de A. brasilense colonizando el rizoplano de la raiz de la
fresa; (c) agregados bacterianos; (d) formacion de biopelicula. Las flechas muestran material semejante a
granulos. Tomado de: Guerrero-Molina et al. 2012

2. Fisiologia de Azospirillum

2.1 Movilidad y Quimiotaxis.
A. brasilense es una bacteria muy movil por la presencia de un flagelo polar, cuya expresion

es constitutiva, responsable del movimiento natatorio, asi como de flagelos peritricos que se
expresan en medios viscosos habilitando el movimiento en superficies, bidticas y abioticas;
ambos movimientos son regidos por quimiotaxis (Lara, 2018). Se ha descrito que en
Azospirillum, ademés de la motilidad, el flagelo polar participa en la adherencia a la
superficie de las raices de las plantas gracias a una adhesina presente en la parte mas distal
de la flagelina polar, Figura 4, (Rodrigues et al., 2015).

La quimiotaxis es un movimiento dirigido y propiciado por un gradiente de concentracion.
Este fendmeno le permite a la célula bacteriana ubicarse en regiones en donde las condiciones
son mas adecuadas para su supervivencia y desarrollo. El fendbmeno de quimiotaxis se basa

en la respuesta (movimiento) desencadenada gracias a un estimulo externo (quimioatractante
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o quimiorepelente), en el caso especifico de las bacterias que habitan en la rizosfera estas
sefiales quimicas se encuentran en los exudados radiculares. Que responden gracias a un
intrincado sistema de intercomunicacion mediado por moléculas quimicas que, al ser
emitidas por la planta, deberan ser percibidas por la bacteria, para lo cual evolutivamente se
han seleccionado dominios proteicos con esta funcion, y es muy interesante el hecho de que
plantas, bacterias y otros organismos que conviven simpdatricamente comparten estos
sistemas (hormona-receptor), entendiéndose esto como una co-evolucion (Savelieva et al.,

2018; Zhulin et al., 2003).

Figura 4.

Estructuras flagelares de Azospirillum.

Panel A) se aprecian los flagelos peritricos, Panel B) el flagelo polar tinico Tomado de: Gupta, Gopal, & Tilak,
2000.

3. Biopeliculas
La capacidad de las bacterias para transitar de un estado de vida mévil a uno sésil, es vital

para su supervivencia y crecimiento, entonces la formacion de biopelicula es una etapa
crucial durante su ciclo de vida en la que los microorganismos forman un consorcio
bacteriano embebido en una matriz extracelular formada de exopolisacaridos, ADN
extracelular (ADNe), proteinas, lipidos, adhesinas, y un 97% de agua; esta presenta canales
que tienen la funcidn de habilitar el flujo de agua, nutrientes y oxigeno Lasta los puntos mas
profundos de la misma (McDougald et al., 2012), la formacion de esta estructura constituye
un ciclo de iniciacion, maduracién, mantenimiento y dispersion, y las bacterias parecen
iniciar el desarrollo de biopeliculas en respuesta a sefiales ambientales especificas, como la

disponibilidad de nutrientes, (O'Toole et al., 2000), Figura 3.
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3.1 El segundo mensajero di-GMPc

En la década de los ochenta, se describid 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 (Romling et al 2013).
Posteriormente, se ha descrito como un mecanismo de regulacion de varios fenotipos, y en
especial la transicion de la célula planctonica a sésil (formacion de biopelicula). La
concentracion celular del di-GMPc es regulada por dos actividades enzimaticas antagénicas
de sintesis y degradacion por proteinas que se caracterizan por incluir en su estructura
dominios nombrados GGDEF por los residuos de aminoacidos conservados de las proteinas
con actividad de diguanilato ciclasa (DGC), mientras que las fosfodiesterasas (PDEs)
contienen los dominios EAL o HD-GYP (Galperin 2005). Es importante sefalar que la
regulacion de los niveles intracelulares del segundo mensajero mediante los cuales se
controlan las funciones celulares obedece a redes complejas que operan gracias a la funcion
y actividad de las diversas proteinas reguladoras del di-GMPc, nombradas proteinas
modulares de sefializacion debido a que en su estructura a menudo estan presentes dominios
especializados en la deteccion de diversos estimulos del medio. (Ramirez-Mata et al., 2018;
Zhang et al., 2019 ; Dayton et al., 2020. Lo que explica la redundancia de genes que codifican
para estas proteinas en los genomas bacterianos, pues si bien algunas bacterias carecen de
estos, se han identificado mas de 4200 dominios GGDEF, 2500 dominios EAL y 200
dominios HD-GYP en diferentes genomas secuenciados de bacterias. (Galperin, 2004). La
existencia de proteinas multidominio que cuentan con diversos dominios sensores sugiere la
capacidad potencial para detectar un amplio rango de sefiales y por consecuencia contar con
estrategias de respuesta y adaptacion con una flexibilidad significativa a sefales del entorno

(Romling et al., 2013; Jenal et al., 2017), Figura 5.
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Figura 5.

Esquema de vias de seiializacion en las que interviene el di-GMPc en la formacion de biopelicula.
Enzimas que lo metabolizan: DGC, y PDE. Se indican los dominios caracteristicos de cada una de ellas.
Estructura del segundo mensajero di-GMPc y de los nucledtidos pGpG y GMP derivados de la actividad de
PDE. Receptores (blancos) que transmiten la sefial para formar la biopelicula. Tomado de: Ramirez Mata et al.,
2014.

3.2 Sintesis y degradacion de di-GMPc
3.2.1 Diguanilato ciclasas (DGC)
La reaccion que catalizan estas enzimas es la formacion de dos enlaces fosfodiéster entre el

mismo namero de moléculas de GTP como sustrato, uniéndose una molécula de sustrato a
cada monomero formando asi el homodimero cataliticamente activo. Se describid que
dominios PAS participan en la formacion de la forma dimérica; mientras que en otros casos
esta interaccion se atribuye a la presencia de un dominio REC adicional en la arquitectura
modular de la proteina. Las DGC para su funcion catalitica requieren de los iones Mg? * o
Mn? como cofactor y los motivos de unién al cofactor se encuentran conservados (residuos
de aminoacidos DD 6 DE), cinco aminodcidos rio arriba del sitio catalitico se ubica el sitio
alostérico o de inhibicioén (I-Site), constituido por los motivos conservados RXXD, por
ultimo se encuentra el sitio catalitico definido por los motivos conservados: GGDEF o
GGEEF; sin embargo se han descrito otras DGCs que pueden cambiar el primer aminoacido

por V y/o S. Se definié que los aminodcidos D, son los que unen al nucle6tido guanina, y se
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ha estudiado que aquellas en las que los motivos estén degenerados pierden su funcion como
DGC funcionando en cambio como reguladores alostéricos de una PDE vecina ligando al
di-GMPc, lo cual sugiere que dicha funcion se establece habiendo una alta disponibilidad de
di-GMPC en la célula (altos niveles de di-GMPc) (Jenal & Malone, 2006), esto confirma la
complejidad de la regulacion de los niveles intracelulares del segundo mensajero Figura 6,

(Romling & Simm, 2009; Jenal ef al., 2017;Whiteley & Lee, 2015).
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Figura 6.

Analisis del sitio activo de una DGC.

A: Mapa de las estructuras primaria y secundaria de la DGC de Xanthomonas campestris [PDB: 3QYY]. Los
residuos que se unen al nucledtido son indicados por flechas rojas. Los residuos que se unen con Mg se indican
mediante flechas verdes. Los residuos en un recuadro azul representan el sitio de union del GTP- GGDEF B:
Sitio activo mostrando el motivo GGDEF y c¢-di-GMP con Mg asociado, formando una fuerte asociacion
mediante puentes de hodrogeno con el anillo de guanina. Tomada de: Whiteley & Lee, 2015

3.2.2 Fosfodiesterasas (PDE)
La PDE con motivos conservados EAL tiene la funcion de catalizar la hidrolisis de uno de

los enlaces fosfodiéster que forman la molécula del di-GMPc (Jenal et al., 2017; Dahlstrom
& O’toole, 2017), éstas se asocian frecuentemente a un dominio REC que al ser fosforilado
habilita la funcion de estos dominios de degradacion del segundo mensajero. (Wang et al.,
2017; Wang & Qian, 2019). Estos dominios proteicos constan de aproximadamente 250
residuos de aminoécidos y el primero en ser descrito fue en la proteina BvgR de Bordetella

pertussis, que actia como reguladora de algunos genes denominados vrg49 (virulence
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repressed genes, por sus siglas en inglés). Estas proteinas son capaces de convertir de forma
especifica y rapida el c-di-GMP a su forma lineal pGpG, empleando como cofactor los iones

Mg?* o Mn?*, y son inhibidas por los iones Ca® "y Zn**, (Jenal & Malone, 2006)

Las otras proteinas PDEs capaces de hidrolizar el di-GMPc contienen los motivos
conservados HD-GYP, proteina descrita en el patogeno vegetal Xhantomonas campestris
como regulador de respuesta (anotada como RpfGG), de una cinasa histidinica (anotada como
RpFC) que, tras ser activada por fosforilacion en el dominio REC, hidroliza al di-GMPc en
dos moléculas de GMP (Wang & Qian, 2019).

3.2.3 Diguanilatociclasas-fosfodiesterasas (Hibridas).
Proteinas denominadas asi por su doble funcion, pues contienen ambos dominios, DGC y

PDE, éstas como las DGCs y PDEs de dominio Unico frecuentemente se encuentran
asociadas a dominios de sefializacion extracelulares e intracelulares ubicados en el extremo
N terminal, que modulan la actividad y funcion de los dominios DGC o PDE segun sea el
caso, para responder a las sefales externas e internas. Entre estos dominios de sefializacion
se encuentran el CHASE, PAS, GAF, HAMP, MHYT, REC y CACHE. (Dahlstrom &
O’toole, 2017).

Existen tres escenarios posibles en lo que respecta a la funcion de estas proteinas.

1) Ambos dominios estan conservados y por lo tanto ambos son funcionales y estaran
regulados por el dominio de sefializacion, en virtud de la union a un ligando especifico
o la deteccion de alguna senal, estimulo del medio o condicion interna, de tal manera
que se habilite asi la funcidon de uno u otro dominio (PDE o DGC). (Jenal & Malone,
2006)

2) Solo un dominio esta conservado y por lo tanto es funcional, el otro dominio que no
esta conservado, sin embargo, tendra la funcion de modular la actividad del dominio
cataliticamente activo. En efecto se han reportado proteinas PDE’s que son reguladas
por el dominio DGC degenerado, que unen al GTP, unién que permite activar a la

PDE (Jenal & Malone, 2006)

3) Ambos dominios estan degenerados y por lo tanto son cataliticamente inactivos, pero

funcionan como receptores del di-GMPc (Jenal & Malone, 2006).
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Estas proteinas desempeiian un papel preponderante en cuanto a la adaptacion de la bacteria
a su medio se refiere, ya que constituyen un mecanismo de respuesta agil a los cambios que
implica la vida en un entorno tan dindmico y cambiante como lo es la rizosfera (Jenal &

Malone, 2006; Whiteley & Lee, 2015).

4. Dominios de senalizacion
4.1 Dominio PAS

Los dominios PAS ocurren en proteinas de organismos arqueas, procariontes y eucariontes
describiéndose primero en las siguientes proteinas de eucariontes: Proteinas del reloj de la
mosca PERIOD, la Arilhidrocarbon translocasa (ARNT), y el Regulador de desarrollo de la
mosca Single minded (SIM), de ahi Per-Arnt-Sim o PAS (Henry & Crosson, 2011). Estos
dominios no conservan en general la secuencia de residuos de aminoacidos, mientras que la
estructura secundaria es altamente conservada, de manera general consiste en un dominio
descrito como un repetido PAS, motivo PAS/PAC o caja S1/S2, cuya estructura es unica y
con aproximadamente 100 residuos de aminodcidos de longitud, componiéndose de una
cadena quintuple de beta plegadas tnica, con un orden en las cadenas tipo 2-1-5-4-3
interviniendo a-hélices para formar una cavidad sobre las beta plegadas, dentro de la cual a
menudo ocurre el acoplamiento del ligando. Debido a que son dominios sensores celulares
seleccionados para distintas funciones, las moléculas que unen son muy diversas, habiéndose
encontrado dominios PAS que unen a grupos Hemo, flavin nucleo6tidos (FMN), flavin adenin
dinucleodtidos (FAD), acido-4-hidroxicindmico (4-HCA), acidos carboxilicos de 3 y 4
carbonos ( malonato, malato y succinato), acidos carboxilicos de C6 (Citrato), asi como
cationes metalicos con doble valencia, y se ha estudiado también que los &cidos grasos
podrian ligarse a los dominios PAS, (Henry & Crosson, 2011). Se ha mostrado también que
estos dominios participan en la interaccion proteica necesaria para una homodimerizacion,
en cinasas histidinicas, en proteinas de union a sustrato , asi como en proteinas DGCs, PDEs
e Hibridas (Zhang et al., 2019).

4.2 Dominio CHASE

Los dominios CHASE son dominios sensores extracelulares involucrados en sistemas de
transduccion de sefiales en todos los reinos de la vida, estos se encuentran flanqueados, por
dos dominios transmembranales que los ubican anclados a la membrana plasmatica, estos
dominios en primera instancia se reportaron asociados a cinasas histidinicas en sistemas de

doble componente, y por ello su nombre Cyclases/ Histidine kinases Asociated Sensory
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Extracelular CHASE (Acronimo del inglés). Sin embargo, también estdn asociados a
proteinas con funcién de DGCs, PDEs, DGC/PDE, asi como a proteinas de quimiotaxis
aceptoras de metilo (MCP por sus siglas en inglés), (Zhulin et al., 2003). La prediccion de la
estructura de los dominios CHASE se clasificod inicialmente como un dominio sensor tipo
PAS, el cual estaria ubicado en la célula a nivel intracelular o extracelular; en realidad estas
similitudes entre el dominio PAS y el dominio CHASE, no son una casualidad, pues existen
estudios que asocian filogenéticamente a los dominios PAS, CHASE y CACHE, (Ca™,
Chemotaxis receptor, acronimo del inglés), (Pas et al., 2004). De hecho, se llegd a la
convencion de que cierto tipo de dominios PAS que cumplen con caracteristicas tanto
estructurales como de ubicacion en la célula serian clasificados como PAS-like (Henry &
Crosson, 2011). Existe una clasificacion de dominios CHASE en la que se nombran desde
CHASE hasta CHASED®, estos distintos dominios guardan diferencia estructural y se unen a

diversos ligandos. Haremos especial énfasis en los de tipo CHASE, CHASE2 y CHASE3.

El dominio CHASE?2 se localiza en el espacio periplasmico y ocurre en adenilato ciclasas,
DGCs y cinasas histidinicas, se compone de 250 a 300 aminoacidos que forman una
estructura secundaria predicha que consiste en 6 a hélices y 8 B plegadas, conserva algunos
residuos con carga que son elementos caracteristicos de este dominio dos en la a hélice 1,
dos en los limites de la B plegada 2, uno en la a hélice 2, dos en el “loop” entre la a hélice 1
yla 2, uno en la a hélice 4, y dos que anteceden a la 3 plegada 4, sin embargo no se reporta
el ligando al que podria unirse (Zhulin et al., 2003). De manera similar en el dominio
CHASE3 se describe la informacion respectiva a su secuencia y estructura secundaria, que
consistiria en un dominio conformado por 130 a 150 aminoacidos cuya estructura secundaria
aparentemente estaria constituida unicamente por a hélices (de 4 a 6 a hélices putativas), la
firma del dominio CHASE3 la constituyen los residuos Arg-Gly-aromatico-alifatico-
alifatico-alcohol, que se ubican en un “loop” altamente conservado que conecta las a hélices
1 y 2, otros elementos distintivos son una tirosina conservada en el a hélice 2 y un residuo
con carga conservado en el a hélice 5 (Zhulin et al., 2003). De manera muy relevante en el
estudio reportan una configuracion consecuente con un arreglo del tipo FHB (por sus siglas

en inglés Four Helix Bundle).

Este subgrupo de dominios PAS en el que se ubica el dominio CHASE, actualmente ha

tomado relevancia desde que se describi6 asociado a una cinasa histidinica AHK4 de
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Arabidopsis thaliana. Dichos estudios se basaron en la obtencion del cristal del dominio
CHASE de AHK4 y cuyos andlisis bioinformaticos evaluaron a las moléculas tZ, a la
Isopentil-Adenina (iP) y algunas otras citocininas sintéticas derivadas de la Urea, analizando
su interaccion como ligandos especificos de CHASE. Los estudios mostraron como resultado
que las moléculas iP, tZy Thiadiazurion (TD) se alojan en la cavidad del dominio PAS distal
de CHASE, Figura 7, (Hothorn et al., 2011). Posteriormente, se confirm6 la prediccion
obtenida in silico, por medio de experimentos realizados in planta € in vitro para determinar
la afinidad de esos distintos ligandos (citocininas) y sus receptores de membrana homologos
con las cinasas histidinicas AHK2, AHK3, and CRE1/AHK4 de A. thaliana (Savelieva et al.,
2018). Aspecto que confirmé los previos estudios bioinformaticos al demostrar la unién de
la fitohormona iP a la cavidad del PAS distal del dominio CHASE de la AHK4. (Hothorn et
al., 2011).

Figura 7.

Estructura proteica del cristal del dominio CHASE anotado en la base de datos PDB como 3t4j de la
cinasa histidinica AHK4 de A. thaliana co-cristalizado con iP como ligando.

Se observa al ligando alojado en la cavidad del PAS distal y con malonato unido a las dos alfa hélices centrales
de la estructura. Tomado de: Samanovic et al., 2018.

5. Citocininas (CKs)
Son hormonas derivadas de la purina adenina, en la posicion N® presenta distintas
sustituciones ya sea por isoprenoides o anillos aromaticos, no obstante, la adenina no presenta
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efecto hormonal, (Jordan & Casaretto, 2006). Si bien la presencia pleiotropica de las CKs en
plantas esta bien documentada, es notable que estas moléculas también se encuentren en otros
organismos, incluidas bacterias, hongos, nematodos, insectos, e incluso humanos. En estos
organismos, las funciones, actividades y efectos de las CK difieren, y el conocimiento es
actualmente escaso y fragmentario. Por ejemplo, hay cada vez mas evidencias del papel de
las CKs en la promocion de la virulencia en enfermedades transmitidas por hongos. En
particular, esto se observa en los sistemas bidticos Magnaporthe oryzae (hongo del tizon del
arroz) / Oryza sativa (arroz) asi como en Claviceps purpurea (cornezuelo de centeno) / Secale
cereale (centeno). Otro ejemplo interesante del papel fundamental de las CK en las
interacciones bidticas es la capacidad de un nematodo parasitario en plantas de sintetizar
derivados de CK para manipular sistemas del huésped y establecer interacciones parasitarias
a largo plazo. Respecto al papel de las CKs en amebas, se reporto recientemente que el limo
Dictyostelium discoideum produce seis CK diferentes (en particular cis-zeatina,
isopenteniladenina y discadenina), que modulan coordinadamente las diferentes etapas de
desarrollo de este protista (Aoki et al., 2020). Sin embargo, los estudios sobre la presencia y
el papel de las CKs en organismos no vegetales se han centrado en gran medida en bacterias

(Kabbara et al., 2020).

5.1 Efectos y funciones de las citocininas en plantas.
Este grupo de hormonas vegetales es considerado el responsable de los procesos de division

celular, entre los que se encuentran la formacion y crecimiento de brotes axilares, la
germinacion de semillas, la maduracién de cloroplastos, la diferenciacion celular y también
del control de varios procesos vegetales como el retardo de la senescencia y en la
transduccion de senales. (Klee & Estelle 1991, Sakakibara, 2006). Las citocininas son
hormonas esenciales en la activacion de varios procesos vinculados al crecimiento y
desarrollo de las plantas, también se relacionan con la expresion de una variedad de genes.
Estas son producidas como respuesta a la luz roja (por lo que parece estar implicado el
fitocromo), y son también estimuladas por el aumento de la concentracion de oxigeno en el
medio o por la presencia en el suelo de nitratos y sulfatos. Por el contrario, las condiciones
de estrés inhiben la accion de las CKs, lo que es coherente desde el punto de vista de las

necesidades de adaptacion de la planta, ya que impide que las semillas germinen cuando las
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condiciones no son las adecuadas. En cuanto a los factores enddgenos, tanto el etileno como

las giberelinas activan la actividad de las CKs.

5.2 Efectos y funciones de las citocininas en bacterias.
Se ha reportado la produccion de fitohormonas y especificamente de citocininas en bacterias,

ya sea patdogenos vegetales, simbioticas o PGPR’s. Por ejemplo, Rhodococcus fascians y
Rhizobium spp, utilizan la estrategia que consiste en la produccion de una mezcla de CK para
inducir la formacion de agallas diferenciadas, conocidas como “agallas de hojas™ y establecer
una simbiosis efectiva con la planta hospedero, los patogenos vegetales: Agrobacterium
tumefaciens, Pseudomonas syringae, Ralstonia solanacearum y Erwinia herbicola, emplean
una estrategia basada en la produccion de una CK durante el proceso infeccioso (Kabbara et
al., 2020).

A su vez las citocininas exogenas producen en bacterias efectos por medios de los que aun
es poco lo que se conoce. En Mycobacterium tuberculosis las citocininas indujeron la
transcripcion del gen rvoO77c¢ de manera importante, no obstante, no fue dilucidado el
mecanismo mediante el cual esto ocurre. Se hizo una busqueda en el genoma de M.
tuberculosis de genes que codifican para proteinas con dominios CHASE ya que se establecio
que estos dominios entre otros ligan estas hormonas (Pas et al. 2004; Savelieva et al. 2018)
sin embargo, ésta resultd infructuosa, en este estudio se determind que la transcripcion
mediada por citocininas del gen »voO77c¢ tuvo como efecto un fenotipo de tincidén “acid-fast”
negativa, lo que indicé que las citocininas afectarian la integridad de la membrana de M.

tuberculosis (Samanovic ef al. 2018).

6. Antecedentes directos

6.1 Estudios fenotipicos llevados a cabo con la cepa mutante cdgD::KmR® (12-A).
En 2015 Gamboa-Pérez gener6 la mutacion por insercion de un casete de kanamicina del gen

cdgD que codifica para una de las proteinas hibridas reportadas previamente en el genoma
de A. brasiense Sp245 nombrada CdgD (Mata et al. 2018). En CdgD estan presentes los
dominios GGDEF y EAL conservados, lo que a priori sugeria que ambos dominios podrian

ser funcionales, asi como los dominios de sefalizacion PAS y CHASE. Figura 8.
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Analisis de la arquitectura de la proteina codificada por el gen cdgD mediante la plataforma SMART.

6.2 Efecto de la mutacion 12-A en formacion de biopelicula y produccion de
exopolisacaridos.
En 2021 Cruz Pérez et al. estudiaron el fenotipo de la mutante isogénica 12-A y verificaron

el impacto de la mutacion en formacion de biopelicula y la produccion de sustancias
poliméricas extracelulares (EPS) presentando reduccion, sin embargo, la mutacion del gen
cdgD no modifico la movilidad. Ambos fenotipos se recobraron mediante la
complementacion de la mutante Figura 9.

Con la complementacion en frans se observo un incremento significativo en la movilidad al
usar como quimio-atrayente al aminodcido prolina, posiblemente debido al nimero de copias

del plasmido, por lo que la carga génica de cdgD esta aumentada en la cepa (Cruz-Pérez et
al. 2021).
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Figura 9.

Efectos de la mutacién del gen cdgD en la produccién de biopeliculas y EPS determinados en A. brasilense
WT y cepas derivadas.

a) Determinacion de la formacion de biopeliculas en medio NFB * suplementado con KNO3. b) Determinacion
de la formacion de biopeliculas en medio NFB * suplementado con NH4CI. (¢, d) Determinacion de produccion
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de EPS. Cepa silvestre (Sp245), mutante isogénica (12-A), mutante complementada (C-56A) y mutante de
vector vacio (C-40A). Tomado de: Cruz-Pérez et al. 2021.

Se observo también una disminucion estadisticamente significativa en la capacidad de la
mutante para colonizar la raiz de trigo (7riticum aestivum) medida en UFC/g raiz, la
colonizacion de la bacteria inoculada se restablecio en la cepa 12-A complementada con el

gen cdgD, (Cruz-Pérez et al. 2021).

6.3 Expresion del promotor cdgD durante la interaccion con Triticum aestivum.
(Cruz-Pérez et al. 2021). Ademas, evaluaron la funcién del promotor del gen cdgD en

asociacion con el trigo por medio de la fusion transcripcional con el gen reportero mCherry
que codifica la proteina roja fluorescente en el plasmido A. brasilense FPDm1, usando como
control el plasmido que contiene tnicamente el gen mCherry sin el promotor (4. brasilense
T7mChe), observandose la expresion del pcdgD revelada por la fluorescencia color rojo

(MCherry) a las 48 h, Figura 10.

A. brasilense T7TmCh A. brasilense FPDm1

Autofluorescence

Figura 10.

Expresion de la fusién transcripcional pcdgD-mCherry de A. brasilense cultivadas bajo condiciones
hidropénicas y en las raices de trigo. Para la visualizacion de A. brasilense que expresa mCherry, las células
en las raices de trigo se observaron a las 24 y 48 h postinoculacion. A la izquierda, raices de plantulas de trigo
inoculadas con la cepa control A. brasilense TTmCh. A la derecha, las raices de plantulas de trigo inoculadas
con la cepa 4. brasilense FPDm1. Las células que exhiben fluorescencia por la expresion del gen mCherry se
visualizaron mediante el microscopio confocal (CLSM). Tomado de: Cruz-Pérez et al. 2021.

6.4 Prediccion de la estructura proteica de la proteina hibrida CdgD
Se llevo a cabo la prediccion de la estructura por homologia de la proteina CdgD como se

indica en la Figura 11.
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Figura 11.

Arquitectura estructural, organizacion de dominios y modelado por homologia de la proteina CdgD de
A. brasilense Sp245. (a) Dominios CdgD determinados por el servidor SMART, con una secuencia de 946
residuos de aminoacidos. (b) Representacion de la proteina CdgD con su dominio sensor CHASE, dos dominios
transmembranales (TMD), PAS, GGDEF, y EAL, la hélice S y la hélice H conectando segmentos cruciales para
la dinamica de la proteina. Superposicion de las estructuras de los dominios de deteccion periplasmicos y los
dominios transmembrana de CdgD que muestran el dominio CHASE de PcrK (histidin cinasa de X. campestris
pv campestris, codigo PDB 6K62) en oro y el dominio CHASE de CdgD en celeste. cRbdA de P. aeruginosa
(codigo PDB 5XGB), que se muestra en oro, se compar6 con la region citoplasmatica de CdgD. El dominio
PAS es verde, GGDEF es azul, y EAL es amarillo y el S-helix y H-helix son cian y magenta, respectivamente.
Los pliegues no incluidos en el modelo estructural se representan por lineas discontinuas. Los sitios Ny C
terminal se indica. Amplificacion del dominio CHASE que muestra los subdominios PAS distales a la
membrana y los subdominios PAS proximales a la membrana, en los que se indican las hélices a y las cadenas
3. CdgD y PcrK son azul claro y dorado, respectivamente. Tomado de: Cruz-Pérez et al. 2021.

Todos los datos obtenidos en el estudio de la proteina CdgD conducen a profundizar el papel
del dominio de sefializacion CHASE en la regulacion de las funciones antagonicas de la

proteina DGC y PDE. El cual seré el motivo de estudio de la presente propuesta.

7. Justificacion
Azospirilum es una PGPR, y es un modelo ampliamente estudiado en cuanto a su asociacion

con la planta. Sin embargo, los componentes fisiologicos y genéticos que regulan los
mecanismos de movilidad y formacion de biopelicula, fundamentales para la supervivencia
de la bacteria estdn ain poco analizados. Es importante estudiar los mecanismos de
regulacion del di-GMP-c por lo que se propone que los genes que codifican para proteinas

con dominios GGDEF- EAL y dominios de sefalizacion CHASE contribuirdn en las
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bacterias que habitan la rizosfera de las plantas para responder a su entorno de manera mas

efectiva.

8. Objetivo General.
Estudiar del dominio CHASE de la proteina hibrida CdgD de Azospirillum baldaniorum
Sp2435.

8.10bjetivos particulares

1. Realizar estudios bioinformaticos de alineamiento y empalme de estructuras con el
dominio CHASE de CdgD.

2. Estudiar de acoplamiento molecular, “docking” con el dominio CHASE nativo

3. Generar mutaciones de residuos conservados de aminodcidos in silico sitio especifica
del dominio CHASE.

4. Realizar estudios de acoplamiento molecular con las mutantes in silico generadas.

5. Realizar una buisqueda en las bases de datos para encontrar probables proteinas con
dominios CHASE en su arquitectura modular en el genoma de A. baldaniorum Sp245.

9. Esquema de trabajo.

Proceso llevado a cabo para los estudios de acoplamiento molecular.

Adquisicion del receptor. (I Tasser, PDB,
SwissModel, Robetta) Adquisicion del ligando. (co-cristalizado)

Validacion del

) . Estudio de las propiedades fisicoquimicas del
receptor.

ligando.

Preparacion del

Preparacion del ligando.

receptor.

Mutacion de los residuos Estudio de acoplamiento molecular o
especificos (Chimera, MolProvity “Docking”.




9.1 Materiales y métodos
9.1.1 Herramientas bioinformaticas.
Clustal omega: Es un programa de alineamiento de secuencias multiples que utiliza arboles

guia sembrados y técnicas de perfil-perfil HMM para generar alineamientos entre tres o mas

secuencias. https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

UCSF Chimera: Es un programa para la visualizacion interactiva y el analisis de estructuras
moleculares y datos relacionados, incluidos mapas de densidad, trayectorias y alineamientos

de secuencias. https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/

I-Tasser: Por sus siglas en inglés (Iterative Threading ASSEmbly Refinement) es un enfoque
jerarquico para la prediccion de la estructura proteica y la anotacion de funcion basada en la
estructura. Primero identifica las plantillas estructurales de la PDB mediante el enfoque de
multiples subprocesos LOMETS, con modelos atdbmicos de longitud completa construidos
mediante simulaciones iterativas de ensamblaje de fragmentos basadas en plantillas. Luego,
se obtienen conocimientos sobre la funcion del objetivo reenhebrando los modelos 3D a
través de la base de datos de funciones de proteinas  BioLiP.

https://zhanglab.demb.med.umich.edu/[I-TASSER/(Roy et al., 2010)

SMART: Por sus siglas en inglés (Simple Modular Architecture Research Tool) permite la
identificacion y anotacion de dominios genéticamente moéviles y el andlisis de arquitecturas
de dominio. Son detectables mas de 500 familias de dominios. Estos dominios estan
ampliamente anotados con respecto a las distribuciones filéticas, la clase funcional, las
estructuras terciarias y los residuos funcionalmente importantes. Cada dominio que se
encuentra en una base de datos de proteinas no redundante, asi como los pardmetros de
busqueda y la informacion taxondmica se almacenan en un sistema de base de datos

relacional. http://smart.embl-heidelberg.de/

Phyre2: Es un conjunto de herramientas disponibles en la web para predecir y analizar la
estructura, funcion y mutaciones de las proteinas. El objetivo de Phyre2 es proporcionar a
los usuarios una interfaz simple e intuitiva para las herramientas de bioinformatica de

proteinas de ultima generacion. http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2

Expasy: Es el portal de recursos bioinformaticos del Instituto Suizo de Bioinformatica SIB.
Es un portal ampolio e integrador que brinda acceso a mas de 160 bases de datos y
herramientas de software, desarrolladas por SIB Groups y que respaldan una variedad de

dominios de investigacion clinica y de ciencias de la vida, desde gendmica, protedmica y
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biologia estructural, hasta evolucion y filogenia, biologia de sistemas y quimica médica.

https://www.expasy.org/about

PDB: Este recurso estd impulsado por el archivo de informacion de Protein Data Bank sobre
las formas 3D de proteinas, dcidos nucleicos y ensamblajes complejos que ayuda a los
estudiantes e investigadores a comprender todos los aspectos de la biomedicina y la
agricultura. El RCSB PDB se basa en el andlisis de los datos mediante la creacion de
herramientas y recursos para la investigacion y la educacion en biologia molecular, biologia

estructural, biologia computacional y mas. https://www.rcsb.org/

NCBI: El Centro Nacional de Informacion Biotecnologica promueve la ciencia y la salud al

brindar acceso a informacion biomédica y gendmica. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

AutoDockVina: AutoDock Vina es un programa de codigo abierto para realizar
acoplamiento molecular. Fue disefiado e implementado por el Dr. Oleg Trott en el
Laboratorio de Graficos Moleculares del Instituto de Investigacion Scripps.

http://vina.scripps.edu/ (Trott & Olson, 2010).

ADT(Auto Dock Tools): Es un software gratuito para AutoDock desarrollada por el mismo
laboratorio que desarrolla AutoDock. Puede ser usado para configurar, ejecutar y analizar
acoplamientos de AutoDock y mapas de afinidad de AutoGrid de isocontour, asi como para
calcular superficies moleculares, mostrar cintas de estructuras secundarias, calcular enlaces

de hidrogeno entre otras muchas funcidnes. http://autodock.scripps.edu/resources/adt

AutoDock4: AutoDock es un conjunto de herramientas de acoplamiento automatizadas. Esta
disenado para predecir como moléculas pequefias, como sustratos o candidatos a firmacos,
se unen a un receptor de estructura 3D conocida.

AutoDock 4 en realidad consta de dos programas principales: autodock realiza el
acoplamiento del ligando a un conjunto de cuadriculas que describen la proteina objetivo; y
autogrid calcula previamente estas cuadriculas.

LigPlot: Genera automaticamente diagramas esquematicos de interacciones proteina-
ligando para un archivo PDB determinado. Las interacciones mostradas son las mediadas por
enlaces de hidrogeno y por contactos hidréfobos. Los enlaces de hidroégeno estan indicados
por lineas discontinuas entre los &tomos involucrados, mientras que los contactos hidrofobos

estan representados por un arco con radios que irradian hacia los atomos del ligando con los
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que contactan. Los atomos contactados se muestran con radios que se irradian hacia atras.

https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LIGPLOT/

Pymol: PyMOL es un sistema de visualizacion molecular patrocinado por el usuario sobre

una base de cddigo abierto, mantenido y distribuido por Schrodinger. https://pymol.org/2/

MolProbity: Es un sistema de validacion de modelos ampliamente utilizado para estructuras
de proteinas y acidos nucleicos. Se basa en el trabajo de sistemas anteriores como ProCheck,
1 Whatlf, y Oops, que introdujeron el uso de la validacion mediante los criterios de rotameros
de cadena lateral y diagrama de Ramachandran. Complementa los sistemas para la validacion
de datos, y la coincidencia de modelo a datos, como Rfree o residual de espacio real.
MolProbity tiene algunas caracteristicas disefiadas especificamente para cristalografia de
rayos X, y también es adecuada y se utiliza para crioEM, neutrones, RMN y modelos
computacionales. La caracteristica inica de MolProbity consistente en el analisis de contacto
de todos los atomos (incluidos los hidrogenos) se describié en 1999, seguida de su rotdmero
complementario, Ramachandran, y los criterios de desviacion de CP y el servicio web inicial
MolProbity. Validacion del esqueleto del ARN, interfaces y conjuntos de RMN.
http://molprobity.biochem.duke.edu/

VMD: Esta disenado para modelar, visualizar y analizar sistemas bioldgicos como proteinas,
acidos nucleicos, conjuntos de bicapas de lipidos, etc. Se puede usar para ver moléculas mas
generales, ya que VMD puede leer archivos estandar de Protein Data Bank (PDB) y mostrar
la estructura contenida. VMD proporciona una amplia variedad de métodos para representar
y colorear una molécula: puntos y lineas simples, esferas y cilindros CPK, enlaces de regaliz,
tubos y cintas de la columna vertebral, dibujos animados y otros. VMD se puede utilizar para
animar y analizar la trayectoria de una simulacion de dindmica molecular (MD). En
particular, VMD puede actuar como una interfaz grafica para un programa MD externo
mostrando y animando una molécula sometida a simulacién en una computadora remota.

https://www.ks.uiuc.edu/

Pdb2Pqr: El uso de métodos de solvatacion continuos como APBS requiere datos
estructurales precisos y completos, asi como parametros del campo de fuerza, como cargas
atdmicas y radios. Desafortunadamente, el paso limitante en los calculos electrostaticos
continuos es a menudo la adicion de coordenadas atomicas faltantes a las estructuras

moleculares del Protein Data Bank y la asignacion de pardmetros a estas estructuras. Para
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abordar este problema, se desarroll6 PDB2PQR. Este software automatiza muchas de las
tareas comunes de preparar estructuras para calculos de solvatacion continua, asi como
muchos otros tipos de modelado, analisis y simulacion de estructuras biomoleculares. Estas
tareas incluyen: los andlisis de solvatacion biomolecular y electrostatica a la comunidad

biomédica. https://www.poissonboltzmann.org/

APBS: APBS (Adaptive Poisson-Boltzmann Solver) resuelve las ecuaciones de la
electrostatica continua para grandes ensamblajes biomoleculares. Este software fue disefiado
“desde cero” utilizando principios de disefio moderno para garantizar su capacidad para
interactuar con otros paquetes computacionales y evolucionar a medida que los métodos y
las aplicaciones cambian con el tiempo. El codigo APBS viene acompafiado de una extensa
documentacion tanto para usuarios como para programadores y esta respaldado por una
variedad de utilidades para preparar calculos y analizar resultados. Por ultimo, la licencia
APBS de codigo abierto y gratuita garantiza su accesibilidad a toda la comunidad biomédica.

https://www.poissonboltzmann.org/

Robetta: Robetta es un servicio de prediccion de la estructura de proteinas que se evaltia
continuamente a través de CAMEQO. Las caracteristicas incluyen un método basado en
aprendizaje profundo relativamente rapido y preciso, TrRosetta, y una interfaz de envio
interactiva que permite alineaciones de secuencia personalizadas para modelado de
homologia, restricciones, fragmentos locales y més. Puede modelar complejos de cadenas
multiples utilizando modelos comparativos y ofrece la opcion de muestreo a gran escala.
Utiliza la base de datos de plantilla PDB100, que se actualiza semanalmente, una base de
datos de modelo basada en coevolucion (MDB), y también ofrece la opcion de plantillas

personalizadas. https://robetta.bakerlab.org/

MiST 3.0:MiST 3.0 proporciona perfiles de transduccion de sefiales de més de 125.000
genomas de bacterias y arqueas. Esta version de la base de datos es el resultado de un
escalamiento sustancial para acomodar datos gendmicos microbianos en constante
crecimiento. La base de datos se puede explorar utilizando la interfaz web o una API REST,
que alimenta este sitio web y proporciona acceso programatico a los datos subyacentes.

La primera version de la base de datos MiST se publico en 2007 para identificar y
documentar los sistemas de transduccion de sefiales en microbios y proporcionar un portal

conveniente para que los cientificos exploren este conocimiento. Aunque MiST3 se centra
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principalmente en la transduccion de sefiales, almacena caracteristicas precalculadas de
todas las proteinas codificadas en los genomas NCBI RefSeq. Todos los genomas NCBI
RefSeq y las proteinas codificadas se pueden explorar utilizando funciones convenientes

implementadas en MiST sin ejecutar software externohttps://mistdb.com

10. Resultados.
10.1 Resultados de los estudios in silico.

10.1.1Analisis in silico del genoma de A. baldaniorum de genes que codifican proteinas
que contienen dominios CHASE.
En A. baldaniorum se localizaron seis proteinas con un dominio CHASE en su arquitectura

modular, empleando la plataforma MIST-3 (Michrobial Signal Transdution 3.0), este analisis

incluy6 a la proteina hibrida anotada como CdgD tema de este estudio ubicada pentltima en

la Tabla 4 en donde se exponen los resultados de este anélisis.

Tabla 4.

Resumen de la busqueda llevada a cabo en el genoma de A.baldaniorumSp245.

Ubicacion en el Numero de acceso Tamafio Arquitectura modular
genoma MIST

P3 WP_014198967.1 499 aa
(1500 bp)

CHASE3

HATPase_c

P5 WP _014242590.1 680 aa ] 1
(2043 bp) 4 CHASE2 mGuany\ate;yc%

Cromosoma WP_082188152.1 632 aa

(1899 bp) % CHASE2 :HGuanylate_cch

Cromosoma WP 088123923.1 746 0
- (2241251)) —:‘ CHASE %PASJHETFM;F

Cromosoma WP_014240087.1 946 aa i 0

(2841 bp) e crose HHPASJN coor L |
Cromosoma WP _082188123.1 624 aa

(1875 bp)

10.1.2 Alineamientos.

10.1.2.1 Alineamiento de las regiones N-terminales de A. thaliana, X. campestris y A.
baldaniorum sp 245.
Este alineamiento se realizO como un primer acercamiento con el proposito de obtener

indicios de motivos conservados que, en conjunto con los andlisis de las interacciones
analizadas en los estudios de acoplamiento molecular, aporten informacion orientada a
determinar los aminodcidos que intervienen en la union de los ligandos. Y sus posteriores

cambios nos ayudaran a analizar el impacto de estos en la interaccion ligando-dominio. Asi
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mismo, nos indica el grado de identidad que existe entre los dominios CHASE de los tres

modelos analizados y la relacion filogenética entre los mismos.

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

.thaliana
.campestris
.baldaniorumsp245

> XX

.thaliana
.campestris
.baldaniorumsp245

> X X

.thaliana
.campestris
.baldaniorumsp245

> X >

.thaliana
.campestris
.baldaniorumsp245

> XX

A.thaliana
X.campestris
A.baldaniorumsp245

Phylogram

Branch length: @ Cladogram O Real

1

----- DDANKIRREEVLVSMCDQRARMLQDQF SVSVNHVHALAILYSTFHYHKNPSAIDQ
GPLGSHRHNELERERRFDIMVVRVLARNISERMYTFEHGLRGARG- - - -AVIGAGSDVISR
AWHDTRQRVAA DHESQFALR\IEE LHR-\F ENQIQVYVQVTRSAA ------ ALFTAYPEVKR

*

ETFAEYTARTAF --ERPLLSGVAYAEKVVNF EREMFERQHNWVIKTMDRGEPSP -~ -~~~

DRFTRYSRSRDYPREFPGVLGYGYIHRVAAADEAAFLDA------ ARADGAPDIQRRLLA

AEVWNRFVDGLHLAERFPGITTVAFARVADQUTSPELVTE------ ARP.DGLr\NF ----- R
. . ® . . .

=’V
AV LL

PWD----GERFIVLYFEPE-SSGNRPLGLDVASEPRARILAAIAAARSGQPTH

-VR~--=- DEYAPVIFSQD--SVSYLESLDMMSGEEQRENILRARETGKAV
M
Il-(PEATGPVRLVTLYA-'-\PVNERTLRTLGYDLLSEPV - EQTROSGEPA

. . =

T----HHLGVVLTF (SSLPENATVEERIAATAGYLGGAFDVESLVENLLGQLAGNQA
YQ-TPSEGGFLVLL EGMPLQ-{TPQQRMDATTGWAYAPLSVKQMLESTLGDRDDVA-
DEGDSSPPAFIVFQA DGLSPA-TREQRRATLAGLVMTPIHVAPLAESVFGRIMNDVA-

XX . X s %X . % . X - % o %

IVVHVYDITNASDPLVMYGNQDEEADRSLSHESKLDFGDPFRKHKMICR 264
--ISLSDREDTQHTFYRSGIAAPESMRRAAHTQLLPIYGRTWVLTARPT 269
--VTVFEGRR-EFPFYRSRPEPSEQP-LLTATRDVTLGSRVISVRYESR 266
. . . . = . - .
3
$ Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l
Acthaliana 0.435606 :

X.ci is 0.400376
Al baldamorumsp245 0.400376

Guide Tree

Figural2

1: A.thaliana 100,02 19.20 15.45
2: X.campestris 19,20 100.80 25.38
3: A.baladiorum 15,45 25.38 100.02

Alineamiento de dominios CASE de tres modelos.
Panel 1. Alineamiento de aminoécidos de los dominios CHASE de 4. thaliana, X. campestris y A. baldaniorum
Sp245. Se indica la region N-terminal de las proteinas, los residuos de aminoacidos marcados con un asterisco
estan conservados en las tres proteinas. Panel 2. Cladograma que hace patente la distancia filogenética de A.
thaliana un modelo vegetal que se encuentra en un clado distinto al de X. campestris y A. baldaniorum Sp245.
Panel 3. Se muestra la matriz del porciento de identidad de las proteinas. Los resultados se obtubieron mediante
la herramienta bioinformatica Clustal Omega.

55
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197
110
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159
165
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215
222
221
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10.2 Prediccion de la estructura proteica del dominio CHASE de la proteina CdgD.
Se realiz6 precedentemente la estructura tridimensional del dominio CHASE de CdgD

utilizando la herramienta de modelado de la plataforma I-Tasser (Cruz-Pérez ef a/.2021). Con
el fin de validar y corroborar los resultados del citado estudio, se llevo a cabo la prediccion
de la estructura de este dominio utilizando las herramientas de la plataforma Swiss-Model y

los resultados se muestran a continuacion en la Figura 13.

Region
PAS Distal

Region PAS

Proximmal

Figura 13. Estructura tridimensional del dominio CHASE de la proteina CdgD.

Obtenida por homologia mediante la plataforma Zwiss Model y utilizando el cristal del dominio CHASE
anotado en la base de datos PDB como 6K62 de la proteina PcrK, donde se muestran las o hélices (9) y las B-
plegadas (8). Se indica el subdominio PAS distal y el subdominio PAS proximal.
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10.3 Estudio de empalme de estructuras del dominio CHASE mediante el
software PyMol.

Region
PAS Distal

Region PAS
Proximal

Figura 14.

Empalme de estructuras del dominio CHASE.

Analisis llevado a cabo empleando como modelo al cristal de PDB 6K62 de la proteina PcrK de X. campestris
patovar campestris. En verde se muestra el modelo de Xanthomonas y en azul el modelo correspondiente a A.
baldaniorum Sp245, con el RMSD de 0.138 A. Se indican el estudio realizado con el software PyMol. se
muestran las o hélices (9) y las B-plegadas (8). Se indica el PAS distal y el PAS proximal.

10.4 Estudios de acoplamiento molecular “Docking”.
Se muestran los resultados de los estudios de acoplamiento molecular efectuados para el

presente estudio, los cuales se llevaron a cabo con tres propositos. El primero contar con
resultados de tamizado evaluando diversos ligandos y su union al dominio CHASE de CdgD,
e identificar el ligando con el pardmetro termodindmico mejor y consistente con lo esperado,
de acuerdo con las referencias de A. thaliana y X. campestris. El segundo propdsito es
analizar las interacciones ligando-receptor, lo cual aporta valiosa informacidon para
determinar las mutaciones a realizar in silico. Por ultimo, utilizamos las estructuras con las

mutaciones efectuadas in silico para llevar a cabo estudios de acoplamiento molecular, y
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evaluar su impacto en la interaccion ligando-receptor. Estudio que nos indicaria la pauta a

seguir en el estudio experimental in vitro.

10.4.1 Estudio de acoplamiento molecular de la Prolina como ligando y el dominio
CHASE de la proteina CdgD como receptor.
En el estudio de Cruz-Perez ef al. (2021), se analiz6 el impacto de la mutacion del gen cdgD

en movilidad, donde se hizo evidente el aumento en la cepa complementada en trans con
prolina como atrayente. Por la cual, consideramos relevante para este estudio evaluar a la

prolina como ligando especifico de la region amino terminal de CdgD.

Prolina
PRO8S
TRP84
TYR1M ,/
LEU42 e
f =21
- GLUSS
GLUM4 GLN141

Figura. 15.

Imagen obtenida del analisis de acoplamiento de la prolina al dominio CHASE de la proteina CdgD de
A. baldaniorum Sp245. En la ampliacion (“zoom”), se muestra la estructura del aminoacido prolina (color rosa)
acoplada al sitio de union en la region del PAS distal del dominio CHASE de CdgD. Se indican siete
aminodacidos de la cavidad con los que esté interactuando directamente la prolina. Con un AG® =-2.1 kcal/mol,
la unién ligando-receptor es termodindmicamente favorecida. Este estudio de acoplamiento se efectudé usando
el software denominado Autodock Vina.
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10.4.2 Estudio de acoplamiento molecular de la trans-zeatina como ligando y el dominio
CHASE de la proteina CdgD como receptor.
En los estudios de Hothorn ef al. (2011) se reportd que las citocininas, tanto naturales como

sintéticas se unen a la region periplasmatica de AHK4, mostrando diversas afinidades, siendo
latZ ylaiP las hormonas vegetales que se unieron con mayor afinidad, y que éstas participan
en la interaccion bacteria planta (Kudoyarova et al. 2019). Entonces considerando las
similitudes estructurales encontradas entre los dominios CHASE de AHK4 y CdgD se estimé

preponderante evaluar in silico la union entre la tZ y CdgD.

Figura 16.

Imagen obtenida del analisis de acoplamiento de la tZ al dominio CHASE de la proteina CdgD de A.
baldaniorumSp 245. En la ampliacion (“zoom”), se muestra la estructura de la citocinina (de color rosa)
acoplada al sitio de unién en la region del PAS distal del dominio CHASE de CdgD. Se indican ocho
aminoacidos de la cavidad, con los que esta interactuando directamente. Con un AG® =— 3.0 kcal/mol la unién
ligando-receptor es termodinamicamente favorecida. Este estudio de acoplamiento se efectué usando el
software denominado Autodock Vina.

10.4.3 Estudio de acoplamiento molecular de la iP como ligando y el dominio CHASE
de la proteina CdgD como receptor.
Tomando los datos de Hothorn ef al. (2011) y Chen et al. (2019), se analiz6 la union entre iP

y los respectivos dominios CHASE de las proteinas AHK4 y PcrK y, con el fin de apuntalar
respuestas del comportanmiento de la interaccion ligando-CHASE, procedimos a realizar los

siguientes analisis de acoplamiento molecular como se indica.
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Figura 17.

Imagen obtenida del anilisis de acoplamiento de la Isopentil adenina al dominio CHASE de la proteina
CdgD de A. baldaniorum Sp 245. En la ampliacion (zoom), se muestra la estructura de la citocinina (color
rosa) acoplada al sitio de union en la region del PAS distal del dominio CHASE de CdgD. Se indican nueve
aminoacidos de la cavidad con los que est4 interactuando directamente. E1 AG® = -5.0 kcal/mol de unién del
ligando al receptor es termodinamicamente favorecida. Este estudio de acoplamiento se efectué usando el
software denominado Autodock Vina.

10.4.4 Determinacion de las mutantes a efectuar.

Con el proposito de determinar los aminoacidos que seria pertinente cambiar de forma
especifica, con el fin de generar mutantes que afectaran la union del ligando al dominio
CHASE, procedimos a realizar analisis bioinformati. Previamente se tomo en consideracion
el alineamiento Figura 12 Panel, 1; asi como los datos obtenidos de los aminoacidos altamente

conservados que interactian con el ligando iP y comparando entre los dos modelos

estudiados AHK4 y PcrK y CdgD.
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Figura 18

Comparacion de tres modelos en la union CHASE-iP. En A y en B se aprecian los dominios CHASE de
AHK4 y de PcrK alojando a iP en la cavidad ubicada en la region PAS distal de los mismos, en las
amplificaciones se muestran los aminoacidos que interactuarian con la iP durante la unién(Chen et al., 2019;
Hothorn ef al., 2011). En C tenemos a la iP alojada en la descrita cavidad de CdgD y los aminoacidos que
interactuarian directamente efectuado mediante PyMol.
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En la Tabla 5 se indican los aminoacidos que se conservan en la interaccion con iP tanto en
AHKA4, PcrK y CdgD, y en rojo los aminodcidos que se seleccionaron para su mutacion in
vitro por Chen et al. e in silico para este estudio.

Tabla 5

Aminoacidos conservados en la union ligando receptor.
*En rojo aperecen los que se mutaron.

Aminoacido  A. thaliana X. campestris A.
baldaniorumSp245
Tyr 250 199, 235 111
Leu 251,283,284 167,196*,208, 142
210
Pro 164 85

10.4.5 Analisis de las mutantes in silico en la interaccion con los ligandos en estudio.
Los estudios de acoplamiento molecular constituyen una herramienta potente y ampliamente

utilizada actualmente, que permite predecir la posibilidad de una eventual unién proteina
ligando, mediante el andlisis de la termodindmica de la unién en distintas regiones del
receptor y tomando en cuenta diversas posiciones de union que podria adoptar el ligando.
Por lo que, efectuamos tres mutaciones y estudios de acoplamiento molecular con éstas como
receptor y a las citocininas iP y tZ, asi como el aminoacido prolina como ligandos. El objetivo
de estos estudios es el de predecir la manera en la que afectarian estas mutaciones en la
interaccion ligando receptor, y asi inferir que aminodcidos serdn pertinente sustituir en

estudios posteriores llevados a cabo in vitro.
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10.4.6 Acoplamiento molecular con trans-zeatina como ligando y con el dominio
CHASE de la proteina CdgD con la mutacion in silico R3°A como receptor.
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Figura 19.

Imagen que muestra a la tZ, acoplada al sitio de union en la region conocida como PAS distal de CdgD
con una mutacion puntual efectuada in silico mediante el software Chimera.

Se muestran también los aminodcidos con los que se encuentra interactuando directamente que suman un total
de diez. E1 AG® de union es de -5.05 Kcal/mol. El acoplamiento se efectud usando el software Autodock 4.2

10.4.7 Acoplamiento molecular con iP como ligando y con el dominio CHASE de la
proteina CdgD con la mutacion L'*2A como receptor.
El estudio se efectu6 para evaluar el impacto de la mutacién en la unién ligando receptor,

CdgD-iP. En la figura se esquematiza la iP, acoplada al sitio de union en el dominio PAS
distal de CdgD y la mutacioén puntual efectuada in silico mediante el software Chimera, se
muestran también los aminoacidos con los que se encuentra interactuando directamente que
suman un total de catorce. El AG°de union es de -1.66 Kcal/mol. Este estudio de

acoplamiento se efectud usando el software denominado Autodock vina.
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Figura 20.

Imagen que muestra a la iP, acoplada al sitio de uni6n en la regién conocida como PAS distal de CdgD
con una mutacion puntual efectuada in silico mediante el software Chimera.

Se muestran también los aminoacidos con los que se encuentra interactuando directamente que suman un total

de catorce. E1 AG® es de -1.66 Kcal/mol. El acoplamiento se efectu6 usando el software Autodock vina.

10.4.8 Acoplamiento molecular con iP como ligando y con el dominio CHASE de la
proteina CdgD con la mutacién Y!''A como receptor.
Este estudio se efectud con el fin de evaluar el impacto de la mutacion en la unién ligando

receptor, CdgD-iP justo como la mostrada en el inciso anterior.
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Figura 21.

Imagen que muestra a la iP, acoplada al sitio de union en la region conocida como PAS distal de CdgD
con una mutaciéon puntual efectuada in silico mediante el software Chimera.

Se muestran también los aminoacidos con los que se encuentra interactuando directamente que suman un total

de trece. Obteniéndose un AG” = 2.25 Kcal/mol, Este estudio de acoplamiento se efectud usando el software
denominado Autodock 4.2.

11. Discusion.

Localizamos en el genoma de A. baldaniorun Sp245 un total de 5 genes que presuntivamente
codifican a proteinas que, en su arquitectura modular incluyen un LBD (Ligand Binding
Domain, por sus siglas en inglés) tipo CHASE, adicionales a la proteina CdgD, Tabla 4.
Como lo han indicado Pas et al., (2004) y Zhulin et al., (2003), existen distintos tipos de
dominios CHASE basados en su estructura secundaria, en este trabajo se encontraron tres
proteinas asociadas al dominio CHASE, dos a CHASE2 y una a CHASE3. Estos dominios
presentan importantes diferencias en su estructura y en su funcion, ya que unen distintos
ligandos y participarian en diversos procesos como lo son quimiotaxis, taxis energética,
metabolismo y regulacion e implicadas en transduccion de sefiales; ya que la unién a un

ligando propicia un cambio conformacional en la region citoplasmatica de la proteina que

42



conlleva a activar o inhibir su funcion catalitica. El dominio CHASE2 se describié como
dominio localizado en el N-terminal de la proteina DGC PA0847 de P. aeruginosa PAOI
caracterizada por Zhang et al., (2019), que incluye ademas del dominio CHASE2, dos
dominios transmembranales, los dominios HAMP, PAS y GGDEF. Se report6 que cuando la
proteina carecid del dominio PAS los niveles del di-GMPc no se incrementaban. Sin
embargo, al evaluar la respuesta de la cepa nativa y cepas mutantes en la formacion de
biopelicula y la movilidad, sorprendentemente las mutaciones no impactaron la formacion
de biopelicula, pero si la movilidad “swarming” de las cepas mutantes, lo que confirma la
compleja red mediante la cual en bacterias se regulan los niveles intracelulares del di-GMPc
y sus efectos en el fenotipo. Es de interés comentar que se utilizaron diversos acidos
orgénicos y aminoacidos como atrayentes para el ensayo de movilidad, estableciéndose
importante informacion en cuanto a que seria posiblemente el dominio sensor CHASE?2 de
PA0847 el que estaria interactuando con aminoécidos. En lo que se refiere al dominio
CHASES3, sorpresivamente no se encontro entre las proteinas de A. baldaniorum Sp245 con
dominios CHASE alguno asociado a proteinas de MCP, las cuales se asocian especificamente
a este dominio (Zhulin et al., 2003), proteinas que participan en la forma candnica de
quimiotaxis. Lo que sugiere que, esta familia de dominios de sefializacion si participasen en
quimiotaxis, lo harian entonces mediante mecanismos distintos en 4. baldaniorum Sp245, ya
que el CHASE3 encontrado se asocia a un dominio de HTPAsa, (con posible actividad de
ATPasa), Tabla 4, la cual contiene un dominio CHASE3 que segun lo reportado por Zhulin
et al., (2003) presenta similitud con un AHB por sus siglas en inglés (Antiparalel Helical
Bundle). Lo que es consistente con lo reportado por (Martin-Mora et al., 2021), quienes
indican que la proteina McpN (Proteina de uniéon a metilos), de P. aeruginosa PAOI,
contiene un dominio periplasmatico de union a ligando, el cual se cristalizé y estudid como
aceptor de nitrato, en condiciones de bajas concentraciones, contrario a lo que generalmente
se ha observado; que tendria que ver con quimiotaxis en condiciones de alta concentracion
del quimio atrayente, esto es sumamente relevante pues si bien Zhulin etal., (2003) indicaron
la estructura secundaria y peculiaridades del dominio, Martin-Mora ef al., (2021), mostraron
el ligando que une y los procesos celulares en los que participaria. Por otra parte, (Ren et al.,
2020), mostraron que en el genoma de Lysobacter enzimogenes OH11 la presencia de un

total de 21 genes que codificarian para proteinas modulares, 6 de ellas hibridas (DGE/PDE).
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Entre estos 21 productos génicos, dos llaman especialmente nuestra atencion, Le0082 y
Le0067 ambas con el motivo GGDEF y CHASE. En cuanto a Le0067, é¢sta DGC/PDE
contiene los dominios CHASE3 (flanqueado por dos dominios transmembranales), GAF 2
y GGDEF. La mutacion de estos genes increment6 la produccion de HSAF (por sus siglas en
inglés Heat Stable Antifungal Factor). Si bien en el estudio los autores se enfocan en un
aspecto biotecnologico, y no analizan los ligandos o sefiales que los LBD asociados a las
proteinas reguladoras del di-GMPc, que estarian detectando en su interaccion con la planta.
Se constata que los diversos dominios CHASE asociados a las proteinas que regulan el di-
GMPc en bacterias que interactiian con las plantas como PGPR, tienen relevancia en el

proceso de sefializacion y/o regulacion de la actividad enzimatica de los dominios cataliticos.

Es interesante y destacado comentar una importante distincién ya que, en tanto el dominio
CHASE de CdgD esta asociado a una DGC/PDE, los de las proteinas AHK4 de A. thaliana
y PcrK de X. campestris pv campestris, estan asociados a cinasas histidinicas (Hothorn et al.,
2011; Chen et al., 2019). Dominios tipo CHASE que no fueron descritos en el trabajo pionero
de Zhulin et al., (2003). Lo que sugiere la versatilidad de estructuras secundaria y terciaria
de los dominios CHASE, ademés de los dominios a los que se asocia de sefalizacion y
enzimaticos y, por consecuente a su funcion, asi como en las vias de sefializacion en las que
intervienen. Como se constata con los datos aportados sobre la proteina PcrK de X.
campestris pv campestris, la cual tendria un mecanismo distinto de reconocimiento de
citocininas al de AHK4 de A. thaliana, ya que la cavidad del dominio PAS distal del dominio
CHASE de PcrK seria muy reducida, lo que la inhabilitaria para alojar a la iP por lo que
proponen que si bien esta hormona seria el ligando especifico del receptor, el mecanismo de
union implicaria una cambio conformacional del PAS distal provocado por la union a alguna
otra molécula que seria requerida para habilitar este reconocimiento (Savelieva et al., 2018;
Wang et al., 2017; Wang & Qian, 2019) . Dichos estudios muestran el papel del domino
sensor periplasmico CHASE como receptor de citocininas (iP), y su efecto en la capacidad
del modelo para la supervivencia y adaptacion. Xanthomonas campestris, es el agente
causante de la pudricidon negra en cruciferas, se presume que la bacteria detectaria estas
hormonas vegetales para establecer infeccion, revelando el probable mecanismo de

percepcion. Figura. 22, (Wang & Qian, 2019). En el sistema regulatorio PcrK / PcrR, la
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union de la hormona vegetal a la cinasa histidinica bacteriana PcrK inactiva su actividad de
autocinasa, lo que conduce a la desfosforilacion del regulador de respuesta PcrR. La actividad
fosfodiesterasa de PcrR (cuyo modo activo, es en el estado desfosforilado) regularia los
niveles intracelulares del segundo mensajero di-GMPc, regulandose asi la transcripcion de
56 genes, incluidos algunos involucrados en resistencia al estrés oxidativo y el gen receptor
ctrA dependiente de TonB asociado a virulencia (Wang et al., 2017), mejorando asi la
resistencia bacteriana a las defensas del huésped Figura. 23. Lo anterior nos muestra que, si
bien las estructuras secundarias estan conservadas, no asi la secuencia primaria, y las

funciones en las que intervienen los dominios CHASE en la sefializacion.
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Figura 22.

Mecanismo propuesto por. Para la union de iP al receptor.

A) Planta infectada por X. campestris patogeno en cruciferas. B) Union de la iP a la region periplasmica de
PcrK y sus efectos. C) Propuesta en la que se supone un cambio conformacional que habilite la union PcrK-iP.

Tomado de: Chen et al 2019.
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Figura. 23.

Modelo propuesto de seiializacion en que interviene el dominio CHASE de X. campestris.

La histidin cinasa bacteriana PcrK detecta especificamente a la citocinina de origen vegetal 2-
isopentenyladenina la cual se une al dominio sensor CHASE de PcrK inhibiendo su actividad de autocinasa.
PcrK al fosforilar a PcrR regula su actividad de fosfodiesterasa. PcrR degrada al c-di-GMPc para controlar la
respuesta bacteriana al estrés por oxidacion. Tomado de Wang et al., 2017.

El estudio realizado en nuestro grupo de trabajo al predecir la arquitectura de la proteina
DGC/PDE, CdgD en la que se incluyen los dominios CHASE, PAS, GGDEF y EAL, proteina
hibrida modular que regula los niveles intracelulares del segundo mensajero di-GMPc en 4.
baldaniorum Sp245 (Cruz-Pérez et al., 2021), implica también la urgencia de avanzar en el
mecanismo por medio del cual los dominios de actividades enzimaticas opuestas se regulan.
Es asi como en este contexto el estudio del dominio CHASE cobra relevancia.

Los analisis llevados a cabo para elucidar desde un enfoque predominantemente in silico
sobre la region de union a ligando periplasmatica de CdgD, han producido resultados
interesantes y relevantes respecto a la posible union de éste a citocininas, estos analisis se
iniciaron llevando a cabo un alineamiento de las secuencias de aminodcidos de los dominios
CHASE Figura 12, de tres modelos: AHK4 de A. thaliana y PctK de Xhantomonas
campestris, ambas cinasas histidinicas y CHASE de CdgD de A. baldaniorum, en donde se

constata la baja identidad entre los dominios a nivel de secuencia de aminoacidos (15.45 %,
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25.38%, con respecto a CdgD, respectivamente). Dicho alineamiento tuvo como propdsito
determinar si es que entre las secuencias contenian residuos de aminodcidos altamente
conservados, en efecto se localizaron tres anotados con un recuadro rojo Figura 12. No
obstante, determinandose que, de acuerdo a lo descrito (Chen et al., 2019; Hothorn et al.,
2011; Savelieva et al., 2018; Wang et al., 2017; Wang & Qian, 2019), autores que refieren y
de acuerdo a la secuencia secundaria descrita, que los aminoacidos que conforman la cavidad
del dominio CHASE ubicada en la region PAS distal, son de naturaleza predominantemente
hidrofébica. En el alineamiento se encontraron efectivamente, motivos de naturaleza
hidrofobica conservados, Figura 12. Lo cual se verifico, con el andlisis de acoplamiento
molecular, interacciones proteina-ligando y analisis de cargas de la superficie proteica, que
los aminoacidos que conforman la cavidad de dominio CHASE de CdgD son
predominantemente hidrofobicos, asi mismo los aminoacidos que interactuarian con el
ligando Anexo 4 y Anexo 5.

Con el fin de contar con una estructura obtenida por homologia del dominio CHASE de CdgD
validada se utilizé la plataforma Swiss-Model para este fin, corroborandose en primera
instancia, la estructura secundaria, mediante la comparacion con la obtenida por Cruz-Perez
et al (2021). Llevada a cabo con el uso de la plataforma I-Tasser Figuras 13, 14 ademas la
estructura se sometidé a procesos de minimizacion validado mediante la plataforma
MolProbity Anexol, corroborando la estructura para continuar los estudios.

El estudio de acoplamiento molecular, lo iniciamos con prolina como ligando Figura 15, los
datos obtenidos sugieren que, en efecto, el aminoacido se alojaria en la cavidad de la region
PAS distal, sin embargo, lo hace con una AG” relativamente alta (-2.1 kcal/mol), que nos
indica que la union seria débil, entonces ;esta unidon generaria un cambio conformacional en
la proteina? ;o solo compite con la union de un ligando que en efecto genere un cambio
conformacional?, cabe destacar, que si bien (Zhulin et al., 2003), describen que el dominio
CHASE reconoceria citocininas y péptidos cortos, no incluyen a los aminoacidos. Ya que los
dominios dCache 1 (Mantilla ef al., 2021) y CHASE3 (Zhang et al., 2019), han sido
descritos como la seleccion evolutiva favorecida de estos dominios para la unién especifica
de aminoacidos.

Por los datos obtenidos procedimos a revisar la union con la tZ al dominio CHASE de CdgD.

El resultado mostrd la union del ligando en el sitio PAS distal y, con AG® de — 3.0 kcal/mol
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Figura 16. Esta molécula presenta una unién mas favorecida con respecto a la prolina y
concuerda con los datos de la proteina AHK4 de A. thaliana. Pues los autores reportan la
obtencion de un cristal del domino CHASE de AHK4 co-cristalizado con tZ como ligando
ello con una resolucion de 19.82-1.53, un valor demasiado alto por lo que no es un cristal
aceptable para la base de datos PDB, pero si estableceria una union de AHK4 con la tZ.
Finalmente con el propdsito de concretar este andlisis procedimos a realizar el docking, con
el ligando iP resultando el mas importante y prometedor para su evaluacion en la interaccion
con CdgD, y en efecto, lo obtenido indicé ser el ligando mas favorecido termodindmicamente
de los tres evaluados, con un AG’ de -5.0 kcal/mol, lo que sugiere que iP podria ser el ligando
especifico de union al PAS distal del dominio CHASE de CdgD Figura 17, constituyendo
entonces la sefial que propiciaria el cambio conformacional que habilite la generacion de la
interfase necesaria para una de las funciones cataliticas de la proteina. Como se muestra en
el Anexo 1 de este escrito, se llevo a cabo la validacion de los estudios de acoplamiento
molecular efectuados mediante un proceso que incluye el a menudo nombrado re-docking,
con 3t4j como receptor e iP como ligando, obteniéndose un valor de AG°= -5.97 Kcal/mol,
valor que constituye el referente contra el que se deberan comparar los resultados obtenidos
en los estudios de “Docking” efectuados en este trabajo.

Con el proposito de avanzar en los analisis in silico que en su caso apoyen la prediccion
descrita, procedimos a generar mutaciones sitio especificas tomando en consideracion los
datos obtenidos en 4. thaliana respecto al estudio efectuado con la proteina AHK4 y los
obtenidos con X. campestris pv campestris reportados por (Chen et al., 2019) respecto a la
proteina PcrK, y el estudio de acoplamiento molecular entre el dominio CHASE de la
proteina CdgD e iP de este trabajo Figura.18 y tabla 5, de la cual se desprenden las
mutaciones en L12A y YA ya que, la realizada en R13°A se gener6 a partir de los datos
obtenidos mediante el alineamiento y el estudio de las interacciones ligando receptor.

La mutacion de R13°A del dominio CHASE de CdgD Figura 19, expuso un decremento
significativo en el AG® (-5.05 Kcal/mol) respecto al estudio de acoplamiento efectuado con
la CdgD nativa y la trans-zeatina (AG® de -3.0 Kcal/mol), lo que implicaria que la mutacion
R13°A favoreceria termodinamicamente la union de trans-zeatina a CdgD. Es de interés

mencionar que, en los 100 modelos de unidn ligando-receptor evaluados por AutoDock4,
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participa la Ala130 en la interaccion con la tZ, y la energia de cada unién individual aumento
con respecto a la de la silvestre.

La mutacion L'*?A en la que se observa un incremento significativo en el AG’ respecto al
estudio de acoplamiento efectuado con la CdgD nativa e iP (AG® de -5.0 Kcal/mol), reveld
una disminucion significativa en la energia de la union (AG® de -1.66 Kcal/mol), lo que
implicaria que la mutacion L#?A disminuiria significativamente la afinidad ligando receptor
Figura 20. En cuanto a la mutacién Y'!A, este cambio expuso un incremento significativo
en el AG® respecto al estudio de acoplamiento efectuado con la CdgD silvestre e iP (-5.0
Kcal/mol), ello implicaria que la mutacion YA abate practicamente la union receptor-
ligando, ya que de 100 modelos de union solo uno se llevo a cabo en la cavidad conocida
(PAS distal) y lo hizo con un AG” positivo de 2.25 Kcal/mol.

Si bien hemos reunido informacién valiosa obtenida de los estudios de acoplamiento
molecular efectuados, quedan alin una serie de cuestionamientos que no se circunscriben
unicamente a la union ligando receptor pues, si bien los antecedentes antes comentados
reforzarian en cierta medida la hipotesis consistente en que el dominio CHASE de CdgD une
citocininas y de manera puntual a la iP por tener un menor AG® de unidn, seria de mucha
relevancia entender el efecto de esta union en la funcion de la proteina hibrida reguladora del
di-GMPc vy el papel del dominio sensor citoplasmatico PAS contenido en el que, segun lo
predicho por la plataforma SMART es del tipo cuatro segun lo reportado por (Matilla et al.,
2021), el cual podria estar interactuando con Hidrocarburos aromaticos con diversas
sustituciones, desempefiando entonces una doble funcion, captando una sefial y participando
en la formacion de la interfase entre los dos mondmeros, ya que se ha reportado que este
desempeia una funcidn en la interaccion proteica que da lugar al homodimero funcional, y
un ejemplo de esto lo aporta el estudio llevado a cabo para la caracterizacion de la DGC
PA0847 de PAOI (Zhang et al., 2019) .

Si bien los tres ligandos evaluados in silico en este estudio se estarian uniendo al receptor en
la cavidad de unioén conocida, lo hicieron con distintas energias de union siendo la iP, el
ligando favorecido termodindmicamente, lo que nos conduce a las siguientes preguntas:

(Los tres ligandos tendrian un impacto en la funcion de CdgD?
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.Si la iP es el ligando especifico y la mutacion R'*°A mejoro la energia de union de la tZ,
acaso esto implicara que el dominio CHASE con esta mutacion pierda la especificidad por
1P y adquiera asi la posibilidad de unirse a otra citocinina haciendo a la cepa mas competitiva?
Debemos recordar que las proteinas y los ligandos son sistemas dindmicos y por lo tanto lo
es también la interaccion entre ambos, por lo que, si bien un estudio de acoplamiento
molecular nos aporta valiosa informacion sobre la forma de unién y la factibilidad
termodinamica de ésta, no nos dice nada sobre la permanencia de esta union en el tiempo
requisito para que se suscite un cambio conformacional, que provoque un efecto en la funcion

de CdgD.

12. Conclusiones.
Los estudios realizados in silico sugieren que el dominio CHASE de CdgD participaria como

receptor de la sefial quimica que de acuerdo con lo estudiado pudiera ser la iP, sin embargo,
serd necesario efectuar mutaciones que generen cepas que puedan ser estudiadas
fenotipicamente con el fin de complementar el conocimiento obtenido in silico y asi generar
datos que si fuese el caso, den respaldo a los ya obtenidos, por analisis bioinformaticos.

Si bien la iP se perfila como el ligando mas probable de acuerdo con este estudio, y existen
robustos estudios bioquimicos y fenotipicos realizados en ambos modelos 4. thaliana, con la
proteina AHK4, asi como los estudios en X. campestris de HK PcrK que dan respaldo a la
hipétesis propuesta por los autores de dichos estudios. En nuestro caso, es necesario llevar a
cabo estudios in vitro en A. baldaniorum Sp245 con la proteina CdgD para responder a las

interrogantes antes planteadas.

13. Perspectivas.
Seréa necesario analizar el efecto del pH en la funcién del dominio CHASE de CdgD, y si

distintos ligandos estuviesen compitiendo entre si por el sitio de union, tal como el impacto
de la interaccion en la funcioén de los dominios de DGC y/o PDE de CdgD. Y para ello se
propone lo siguiente: Llevar a cabo una mutacion por remocioén del dominio CHASE de
CdgD y evaluar las funciones de movilidad y formacion de biopelicula. Generar las
mutaciones sitio especificas correspondientes para corroborar lo observado in silico en
relacion con la union con el ligando realizando ensayos fenotipicos de dichas cepas que
establezcan el impacto de estas mutaciones, esto en presencia de los distintos ligandos

evaluados en este estudio y mezclas de ellos y de tal manera establecer la interaccion y
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funcion de estos en CdgD. Hacer estudios fenotipicos con las cepas mutantes de movilidad

y/o formacion de biopelicula a distintos valores de pH.
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15. Anexos

Anexo 1

Validacion del modelo obtenido con Swis-Model con 6k62 como molde, mediante la
plataforma Mol-Probity.

Es indispensable en los estudios que utilizan la biologia estructural como herramienta el

validar las estructuras que se emplean para los posteriores estudios bioinformaticos como lo
son los acoplamientos moleculares. Para ello existen plataformas como Mol-Probity la cual
realiza una validacion exhaustiva del modelo sometido y continuaciéon se muestran los
parametros mas relevantes obtenidos en dicha validacion. Cabe sefialar que un proceso de
minimizacién de las cargas de los enlaces de la estructura puede mejorar los valores de la
validacion, por lo que, para este estudio, en virtud de los resultados obtenidos en primera

instancia se realiz6 este proceso lograndose una mejora como se muestra a continuacion.

A
Residuos favorecidos por Ramachandran. GMQE: 0.67 (0 a 1)
., . QMEAN: -3.50 (< -4.0)
Antes de la minimizacion Después de la Identidad de las secuencias: 25.10%
minimizacion Cobertura: 97.0%
88.24% 89.67%
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Figura 1.

Validacién del modelo por Mol-Provity.

En A) se muestran los valores arrojados por Mol-Probity. En la imagen B), se muestra el grafico de
Ramachandran que establece la idoneidad de los angulos Phi y Psi que se establecen entre el atomo de carbono
ay el carbono B (carboxilo) y el 4tomo de nitrogeno, es decir, los atomos de carbono y nitrégeno que componen
el grupo amino de cada aminoacido que componen el dominio en estudio.

Anexo 2

Estudio de empalme de estructuras con el software Chimera.
Este estudio a diferencia del realizado con el software PymMol el cual nos aporta un valor

de r.m.s.d, muestra el grado de identidad entre las dos estructuras, pero mediante una relacion

porcentual en la identidad.

Figural.
Alineamiento estructural.

En la imagen se puede ver la estructura del dominio CHASE de X.campestris sp 6K62 en azul y la estructura
del mencionado dominio de A.baldaniorum sp 245 CdgD.

El valor determinado en cuanto a la identidad entre las dos estructuras mediante el software Chimera es de
23.11%
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Anexo 3.

Validacion de los estudios de acoplamiento molecular.
La validaciéon de los estudios de acoplamiento molecular proporciona robustez a los

resultados obtenidos, pues aporta evidencia de la reproducibilidad de estos resultados, asi
como de la idoneidad del sistema (software, estructura del cristal, ligando, procesamiento de
preparacion del receptor y del ligando).

Esta validacion se llevo a cabo segtin lo reportado por (Hevener et al., 2009; Paucara et al
2019). El proceso de validacion llevado a cabo para este estudio consiste en la ejecucion de
un estudio de acoplamiento molecular utilizando a la iP co-cristalizada con 3t4j como ligando
y la estructura cristalizada del dominio CHASE de A.thaliana como receptor, lo que es en
ocasiones nombrado como un “re-docking”, ello con el fin de analizar el modo de unién y
el sitio de uniéon comparandolo con la estructura co-cristalizada, también se comparan las
interaccidnes del ligando con aminodcidos especificos y estas deben conservarse. Cuando el
modo de unidén y el sitio de unidon son casi idénticos tanto en el re-docking como en la
estructura co-cristalizada y se conservan las interacciones. En la Figura 24 se pueden

observar los supuestos antes mencionados.
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Hothorn et al.2011. Este estudio.

Figura 1.

Validacion del “Docking”.

En a) se muestra a la isopentil adenina (iP), acoplada al sitio de unién en la region PAS distal del dominio
CHASE de la proteina AHK4 de A. thaliana, cristal depositado en la base de datos PDB como 3t4j co-
cristalizado con iP como ligando. El acoplamiento se realizé6 mediante Autodock 4 como metodologia de
validacion de los estudios de acoplamiento molecular. Se indica en azul la iP como ligando y en dorado a la iP
co-cristalizada.En b) se muestran las interacciones conservadas resaltadas en color rojo. El grafico de barras
corresponde a las frecuencias de unién en Y y los AG en X(en rojo el “cluster” en donde se encuentra el modo
de unién mostrado en la figura).

Anexo 4

Analisis de las interacciones no covalentes entre la iP y la cavidad del dominio CHASE
de la proteina CdgD.
Este estudio tiene como finalidad hacer la prediccion de la naturaleza de las interacciones

ligando — receptor, de los aminoacidos que participarian en la unidn, la importancia del
analisis consiste en la informacion que aporta en cuanto a la estabilidad de la virtual union,
ademas estos datos pueden ser comparados contra los modelos que han servido como
referencias para este estudio (AHK4 y PcrK) Pues al ser dominios CHASE estudiados en lo
respectivo a su interaccion con las hormonas llamadas citocininas la naturaleza de las
interacciones parecen estar conservadas. Siendo la iP el ligando mas favorecido

termodinamicamente y por ello el mas probable, solo se efectud este analisis con este ligando.
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Figura 1.

Interacciones ligando receptor.

Se muestra a la isopentil adenina (iP), acoplada al sitio de union en la region conocida como PAS distal del
dominio CHASE de DdgD, se indican los siete aminoacidos que interaccionan con la Ip. Una es un puente de
hidrogeno y seis restantes son de naturaleza hidrofébica. A la izquierda se muestra el estudio realizado con el
software LIGPLOT vy a la derecha un estudio de interacciones usando PyMol, cabe sefialar que el segundo
software no esta habilitado para predecir interacciones hidrofébicas.

Tabla 1.
Resumen de los analisis de las interacciones.

*En la tabla se muestran los aminoacidos que interactuarian directamente con la iP, asi como la naturaleza de
estas virtuales interacciones.

Residuo Naturaleza de la
interaccion
TRP 84 Puente de Hidrogeno
PRO 85 Hidrofoébica
GLU 86 Hidrofébica
TYR 111 Hidrofébica
GLN 141 Hidrofoébica
LEU 142 Hidrofébica
GLU 144 Hidrofoébica

Anexo 5

Analisis de la distribucion de cargas del dominio CHASE de la proteina CdgD.
Este andlisis tiene como objetivo corroborar la distribucion de cargas especificamente

respecto a los aminoacidos que componen la cavidad conocida, ubicada en la region PAS

distal del dominio.
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Figura 1.

Analisis de cargas en la superficie del dominio CHASE de CdgD.

En la imagen se pueden apreciar la distribucion de cargas de la region periplasmatica de CdgD, este estudio se
realizo utilizando los algoritmos de PDB2PQR y APBS y se visualizé en Chimera. Sefialados con una flecha se
encuentran los aminoacidos de la cavidad aprecidndose que son predominantemente sin carga (hidrofobicos).

Anexo 6

Condiciones de cultivo y cepas bacterianas.
Se utilizaron 2 cepas de Azospirillum: la cepa silvestre de 4. baldaniorum Sp245, la cepa

mutante D-12A de A. baldaniorum Sp245. Las cepas fueron sembradas en medio minimo K-
Malato e incubadas durante 18 h a 30 °C con agitacion a 150 rpm. Transcurridas las 18 horas,
se observd su morfologia al microscopio, células de forma vibroide y moviles,
posteriormente se resembraron en medio liquido Luria-Bertani Modificado (LB*, 10 mM
NaCl, 10mM MgCl,, 10mM CaCly) incubadas también a 30 °C, 150 rpm durante 18 h y en
placas con medio Rojo Congo (RC), éstas se incubaron a 30 °C, observando después de 48 h
de incubacion, colonias de color rojo escarlata. Las cepas se sembraron en los medios con el
antibidtico de seleccion. Mutante D-12A: Kanamicina (Km), 50 pg/ml, C-56A: Km 50 pg/ml
y Tetraciclina (Tc) 15 pg/ml, C-40A: Km, 50 pg/mly Tc a 15ug/ml.
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Las cepas de E. coli se crecieron en medio liquido Luria-Bertani y fueron incubadas a 37 °C
a 150 rpm por 18 h.

Tabla 1.
Cepas bacterianas.

Cepa Descripcion Referencia
Escherichia coli DH5a. F endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR Hanahan, 1983
nupG D80dlacZAMIS5 A(lacZYA-argF) Ul69Y,
hsdR1 7(1'1(' m{), A

Escherichia coli S17.1 recA thi pro hdsR4 (r¢ mg") (RP4-2T::M- Simon et al. 1983
Km::Tn7) Tp" Sm" Apir

A. balaniorumsp245 Cepa silvestre aislada de la superficie estéril de Baldani et al. 1986
las raices de trigo, (Brasil)

A. brasilense 12-A Mutante cdgD::KmR de A. brasilense Sp245 Gamboa-Pérez, 2014
Tabla 2.
Vectores y plasmidos empleados en este trabajo.
Plasmido o vector Descripcion Referencia
pBBRIMCS- 5 Promotor: Lac/lac, T3, T7, Kovach ME, et al.
Ori: pBBRIGmR 1994, Kovach etal. 1995,
Hospedero: Amplio rango
pBBcdgD5' Contiene el gen cdgD en direccion 5°-3’, entre Ramirez Mata 2019

los sitios de restriccion: (R) Xhol y (H) HindIll
GmR. De amplio rango de hospedero.

Técnicas de biologia molecular

Extraccion de DNA genémico
Se sembraron 5 ml de medio LB* con 1 0 2 colonias de un cultivo en RC y se incubaron 18h

a30°Cy 150 rpm. En tubo eppendortt, se centrifugaron de 3 a 5 ml del cultivo a 10,000 rpm
por 3 min; se decant6 el medio restante y se obtuvo el paquete celular, el cual se resuspendid
con 500 pl de buffer TE, 30 pl de SDS 20% y 3 pl de pronasa E (10 mg/ml) y se incubd 1 h
a 37 °C. Se agreg6 100 pl de NaCl 3M y 80 pl de una solucion alcalina de CTAB al 10 % y
se incubd a 65°C, 10 min. Posteriormente se agregaron 500 pl de una mezcla de cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1) y se centrifug6 5 min a 12,000 rpm. Se transfirio la fase superior a

otro tubo y se repiti6 lo anterior, agregando 500 pl de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1)
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y centrifugando 5 min a 12,000 rpm. Se volvid a transferir la fase superior a otro tubo
eppendorf y se lavd nuevamente con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). Una vez limpio
en DNA, se agregaron 1.5 volimenes de Etanol 100 %, y se incub6 a -80 °C por 15 min. Se
centrifugé a 10,000 rpm durante 15 min y se elimind el sobrenadante por decantacion,
cuidando no perder el DNA. Obtenido el DNA al fondo, se lavo con 800 pl de etanol al 70
% centrifugando a 10,000 rpm durante 10 min, 2 veces, se elimind el etanol y se evaporo al
colocar el tupo eppendorf con la tapa abierta, en un termoblock a 37 °C por 5-10 min.
Quedando unicamente el DNA al fondo del tubo, se resuspendi6 en 30 ul de RNAsa (100
pg/ml) y se incubo a 37 °C por 30 min. Finalmente se realizé una electroforesis con 3-5 pl de
muestra de DNA para corroborar la correcta extraccion genomica y el resto de la muestra se

almaceno a -20 °C. (Sambrook & Russell, 2001).

Extraccion de DNA plasmidico
Con 1 o 2 colonias tomadas de un cultivo en RC, se inocularon 5 ml de medio LB* y se

incubo por 18h a 30 °C con agitacion constante (150 rpm). Se tomd de 3 a 5 ml y se centrifugo
a 10,000 rpm por 3 min; se decantd el sobrenadante y se obtuvo el paquete celular el cual se
resuspendio en 300 pl de solucion de lisis alcalina Iy se agregd 400 pl de solucion de lisis
alcalina II, se mezcld bien y se coloco el tubo a -20 °C 10 min. Se agregaron 300 pl de
solucion alcalina III fria, se mezclé y mantuvo a -20 °C por 15 min. Posteriormente se
centrifugoé a 12,000 rpm, 15 min, y el sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo, se agregaron
200 pl de fenol y 200 pl de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), mezclando bien y
centrifugando por 5 min a 10,000 rpm. El sobrenadante se coloc6 en otro tubo eppendorf'y
se agreg6 cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), 400 pl, se mezcld por inversion y se
centrifugé a 10,000 rpm durante 5 min; se repitié hasta que la interfase mostr6 el DNA
limpio. Posteriormente se separd el sobrenadante en un tubo eppendorf y se agregaron 0.6
volumenes de isopropanol, se mezcld bien la solucion y se dejo precipitar por 10 min a
temperatura ambiente. Se centrifugd a 10,000 rpm durante 15 min y se recupero el DNA. Se
elimino el sobrenadante y el DNA que permanece al fondo del tubo, se lavo, agregando 800
ul etanol al 70% y centrifugando 5 min a 10,000 rpm. Este paso se repitié una vez mas. Se
elimin6 por decantacion del etanol y el restante se evapor6 al colocar el tubo con la tapa
abierta, en un termoblock a 37 °C de 5 a 10 min. EI DNA en el tubo se resuspendi6 en 30 pl

de RNAsa (100 pg/ml) y se incubd 30 minutos a 37 °C. Finalmente se realizo la electroforesis
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con 3-5 ul de muestra de DNA plasmidico, para comprobar la correcta extraccion y el resto
de muestra se almacen6 a -20 °C (Sambrook & Russell, 2001).

Tabla 1.
Iniciadores usados en este trabajo.

Iniciador Secuencia 5°- 3’ Referencia
Mutacién del gen
cdgD
4571RC GTGGCGGGGCGATGGGGAAGG Gamboa-Pérez,
4571DC GCGGCTGGGTGCGGGACAAC 2014.
Gen cdgD con
promotor
F-ORF210 AGAAAGCTTAGATCCTGGGCATGATCG Laraetal.2018.
AG
R-ORF210 AGCCTCGAGAGAAGGCGTGGTGACCTT
TC

Fragmento A
FEdelCHASE TTTTCGGAAACGCTGAACGCCT Este trabajo.
FIdeICHASE AAGCTTGATGCTGATGGAAGCGGGCA

Fragmento B
RdelCHASE TCGCGAGACGGAACTAGCAGGGGAAG

ACGTTTCGGA Este trabajo.
FdelCHASE ACGTCTTCCCCTGCTTCGCGAGACGGA

ACTGGATCT
Fragmento AB
REdelCHASE ACCATCGGCCACAACGCGAA Este trabajo.

RIdelCHASE CTCGAGAAGAAGGCGTGGTGACCTTT

Amplificacion del gen cdgD por PCR.
Se llevo a cabo la amplificacion del gen cdgD usando los iniciadores 4571 DC y 4571 RC

para la comprobacion de las clonas bajo las condiciones siguientes: DNA 2 ng, ANTP’s 4
mM, DMSO 1.5X, iniciador delantero 0.5 puM, iniciador reverso 0.5 uM, TagPol 0.5 U,
Buffer 2.5 pl, MgCl> 1.2mM, H,O 7.3 ul correspondiente a 2X. Los graficos de T (°C) vs
tiempo (t) se muestran en el Anexo 7 y las condiciones para la obtencion del gen cdgD con

el promotor nativo por PCR se muestran en el Anexo 8.
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Figura 1.

Programa de PCR empleado para la obtencion del amplificado del gen cdgD con los iniciadores 4571 DC
y 4571 RC

(Gamboa-Pérez, 2014).

95°C 95°C

6min 30seg

3:05min - 5min

4°C

Figura 2.
Condiciones de PCR empleadas para la obtencion del amplificado del gen cdgD con su promotor,

empleando los iniciadores F-ORF210 y R-ORF210.
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Anexo 7

Mapa genético del gen cdgD de A. baldaniorum Sp245 que indica la localizacion de los
iniciadores y las regiones que amplifican.

Con la finalidad de llevar a cabo técnicas de genética y biologia molecular para obtener una
mutante por delecion de la region citoplasmatica de CdgD y determinar el impacto de esta en
el fenotipo en cuanto a movilidad y formacion de biopelicula, se disefiaron un total de 6
iniciadores especificos. En la Fig.1 se esquematiza tanto el mapa genético del dominio de

cdgD, como los sitios de hibridacion de los iniciadores.
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Figura 1.

Mapa genético y ubicacion de los iniciadores en la secuencia de nucleétidos.

Las flechas rojas indican la localizacion de los iniciadores “Forward” y las flechas azules indican la posicion
de los iniciadores “Reverse”.

Anexo 8
Resultados experimentales.

Determinacion de la direccion del gen cdgD en las clonas 8 y 12.
Se llevaron a cabo restricciones con las enzimas Smal, Xhol y Hindlll, en donde la restriccion

mediante Smal liberaria el gen cdgD en el caso de la Clona 8 y en el caso de la clona 12 esto

se da mediante la restriccion con las enzimas Xhol y Hindlll.
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Figura 1

Eléctroforetograma de la restriccién con la enzima Smal que determina la derecion 5°-3” del gen cdgD
en la clona 8.
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3067 bp
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Figura 2.

Eléctroforetogragrma de la restriccion con las enzimas Xhol y Hindlll que determina la direccion 5°-3’
del gen cdgD.
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