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RESUMEN

Las rizobacterias utilizan la materia organica o la mineral como fuente de
nutrimentos y energia. Estos organismos son atraidos por las rizodeposiciones, es
decir, los nutrimentos, exudados y el mucigel liberados por las raices de las plantas,
lo cual les permite establecerse en la rizésfera o colonizar el tejido interno de la raiz
causando efectos significativos en el crecimiento y nutricién de la planta hospedera.
Estos microorganismos pueden establecer una relaciéon de simbiosis, asociacion
mutualista o parasitismo con la planta. Azospirillum baldaniorum Sp245 es una de
las bacterias mas estudiadas por ser promotora del crecimiento vegetal,
especialmente considerada por su potencial como inoculante de plantas.

Estas bacterias perciben y responden a condiciones ambientales cambiantes. La
percepcion y procesamiento intracelular de estos estimulos se lleva a cabo por
circuitos moleculares que detectan y amplifican las sefales, permitiendo la
generacion de respuestas especificas. En procariontes existe una amplia red de
detectores y efectores llamados sistemas de dos componentes, que transmiten
senales a través de la fosforilacion sucesiva de dos proteinas, una cinasa detectora
y otra proteina definida como regulador de la respuesta, con residuos conservados
de histidina y aspartato, respectivamente. Estos procesos reguladores son
realizados por varios reguladores de respuesta que comparten el fosfoaceptor
comun (receptor REC).

Por la importancia de las proteinas que conforman los sistemas de doble
componente en los mecanismos de regulacién, se realizd una busqueda con
herramientas bioinformaticas de los reguladores de respuesta de dominio REC
unico en el genoma de A. baldaniorum Sp245, asi como de su contexto genético.
Fueron identificados 45 genes que de manera presuntiva codifican para proteinas
CheY, las cuales se podrian clasificar como una superfamila, localizando los genes
homologos descritos en Azospirillum brasilense Sp7, otros que difieren en su
asignacion funcional implicadas en quimiotaxis, i.e. tres que presentan homologia
con las proteinas Cle de Caulobacter crescentus, las cuales unen al di-GMPc,
ademas de varios genes cheY ligados a genes que codifican a cinasas histidinicas,
lo que apunta a una versatilidad de probables funciones. Se realizd un breve analisis
de relaciones evolutivas entre los genes cheY’s secuenciados de diferentes
bacterias, ubicando a la proteina CheY en una rama diferente al género
Azospirillum, sugiriendo la transferencia del gen por via horizontal. De manera
adicional se realizé el andlisis de la proteina CheY-like en estructura primaria,
secundaria y terciaria. Los datos bioinformaticos obtenidos mostraron que los
residuos de aminoacidos requeridos para la fosforilacion de la proteina estan
altamente conservados. Sin embargo, estos analisis no nos permitieron proponer su
interaccion con el aparato flagelar.



Se construy6 el vector mutagénico pCDR-2AcheY-like que permitié obtener la cepa
mutante A. baldaniorum Sp245AcheY-like. Posteriores estudios fenotipicos
aportaran conocimiento relevante de la funcion de este gen.



INTRODUCCION
1. Rizosfera

Las rizobacterias son el grupo de bacterias que se aislan de la rizosfera. La rizosfera
es un sistema complejo y altamente dinamico compuesto de microambientes
afectados por plantas y actividades microbianas. Algunas son fitopatégenas, es
decir, provocan dafio a la planta en la que se hospedan, otras promueven el
desarrollo de las plantas donde son aisladas de la rizésfera; éstas se conocen como
bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, acréonimo del inglés, Plant
Growth Promoting Rhizobacteria). Colonizan la parte de la raiz y suelo llamado
rizosfera (Singh, 2018).

La mayoria de los organismos del suelo utilizan la materia organica o la mineral
como fuente de nutrimentos y energia (Cassan et al., 2015.) Estos organismos son
atraidos por las rizodeposiciones, es decir, los nutrientes, exudados y el mucigel
liberados por las raices de las plantas, lo cual les permite establecerse en la
rizosfera o colonizar el tejido interno de la raiz causando grandes efectos sobre el
crecimiento y nutricion de la planta huésped. Estos microorganismos pueden
establecer una relacion de simbiosis, asociacion mutualista o parasitismo con la
planta. Las asociaciones mutualistas se clasifican en dos tipos: protectores contra
patdgenos y proveedores de nutrientes como los hongos arbusculares micorrizicos
y las bacterias que producen sustancias reguladoras del crecimiento vegetal. Las
PGPR pueden inducir el crecimiento vegetal directa o indirectamente. La influencia
directa incluye la produccién de fitohormonas, como el acido indolacético (AlA), del
grupo de las auxinas; también de acido giberélico (GA3), citoquininas y acido
abscisico (ABA); o bien la capacidad de producir la enzima 1-aminociclopropano 1-
carboxilato (ACC) desaminasa, que reduce el nivel de etileno en las plantas (Glick,
2014).

Ademas, los mecanismos directos incluyen la solubilizacion de fosfatos y
micronutrientes y la fijacidn biolégica de nitrégeno. Los efectos indirectos se deben
a la modificacién del ambiente rizosférico y su ecologia, actuando como agentes de
biocontrol de fitopatdgenos mediante la liberacion de sustancias como sideré6foros,
B-1, 3- glucanasas, quitinasas, antibidticos, pigmentos fluorescentes y acido
cianhidrico. Dentro de los microorganismos PGPR mas estudiados pertenecen los
generos Rhizobium, Azotobacter, Klebsiella, Beijerinckia, Pseudomona, Bacillus,
Azoarcus, Arthrobacter, Enterobacter, Burkholderia, Serratia, y Azospirillum (Singh,
2018).

2. Azospirillum

Uno de los géneros mas estudiados es Azospirillum debido a su capacidad de
mejorar significativamente el crecimiento y desarrollo, asi como el rendimiento de
las numerosas especies vegetales de interés agricola (Bashan & de-Bashan, 2010).
Las bacterias del género Azospirillum son rizobacterias Gram negativas, fijadoras
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de nitrégeno de vida libre, de forma curva (vibroide), producen flagelos polares y
peritricos; fija el nitrdgeno molecular a amonio bajo condiciones microaerdbicas y
en ausencia de nitrégeno combinado. Reduce el nitrato a nitritos, éxido nitrico y N2O
y finalmente a Nz; puede utilizar una amplia gama de azucares, alcoholes y acidos
organicos como fuentes de carbono. Para la identificacion de este género las
caracteristicas mas importantes son la forma vibroide, pleomorfismo y movilidad en
espiral, debida a la presencia de un flagelo polar responsable del movimiento
natatorio y la presencia de flagelos peritricos responsables del movimiento en
superficie. En la base de datos bioinformaticas del NCBI, se reconocen 24 especies
del género Azospirillum: A. agricola, A. baldaniorum, A. brasilense, A. canadense,
A. doebereinerae, A. fermentarium, A. formosense, A. halopraeferens, A.
himalayense, A. humicireducens, A. largimobile, A. lipoferum, A. melinis, A.
oleiclasticum, A. oryzae, A. palatum, A. palustre, A. picis, A. ramasamyi, A. rugosum,
A. soli, A. thermophilum, A. thiophilum, A. zeae.
(https://lpsn.dsmz.de/genus/azospirillum).

3. Quimiotaxis

La quimiotaxis bacteriana puede encontrar mejores entornos para el crecimiento de
la bacteria, migrar hacia sustancias quimicas favorables (atrayentes) y alejarse de
sustancias quimicas desfavorables (repelentes) (Porter, 2011). A pesar de
caracteristicas generales de la sefializacion quimiotactica que parecen conservarse
a través de bacterias, el nucleo conservado de proteinas de quimiotaxis candnicas
comprende: proteinas aceptoras de grupo metilo (MCP), las cuales al detectar algun
tipo de gradiente quimico activan a la proteina CheW que acopla a la cinasa
histidinica CheA que, al sufrir el cambio conformacional se autofosforila y se
convierte en una proteina fosfodonadora para el regulador de respuesta CheY que
una vez fosforilado, tiene la capacidad de unir al motor del flagelo en la proteina
FliM, para asi, cambiar la direccion del flagelo y redireccionar la natacion de la
bacteria (Figura 1A).

Ademas del nucleo de sefializacién conservado algunas bacterias poseen vias de
senalizacion adicionales como el caso de las proteinas CheD, CheZ, CheC, CheX,
etc. que se han observado juegan un papel importante en la modulacién de la
sefalizacién del sistema de quimiotaxis candnico (Sourjik & Bi, 2018).
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Figura 1. Quimiotaxis de Escherichia coli. a) Estrategia de quimiotaxis, en ausencia de un
gradiente quimioefector, el movimiento de E. coli consiste en nados suaves interrumpido por vueltas
transitorias. En un gradiente atractante la bacteria realiza una caminata aleatoria sesgada y periodos
largos de corridas en direccién del gradiente. b) Via de sefalizaciéon. Atrayentes (Att; indicados de
rombos y évalos) promueven una inactividad (cinasa off) del complejo sensor, el cual gira en contra
de las manecillas del reloj del motor flagelar y una natacion suave. Repelentes (Rep) promueven un
estado activo de la cinasa, girando en direccién a las manecillas del reloj la rotacién del motor y
direccionando. CheR y CheB modulan la metilacion del receptor de acuerdo con el estado activo. ¢)
estructura del receptor, representado por un diagrama de punteado con dominios y caracteristicas
especificas indicadas. Figura tomada de Sourjik & Bi, 2018.

4. Sistemas de doble componente

Los organismos perciben y responden a condiciones ambientales cambiantes. La
percepcion y procesamiento intracelular de estos estimulos se lleva a cabo por
circuitos moleculares que detectan y amplifican las sefales, permitiendo la
generacion de respuestas especificas (Barba, 2014). En procariontes y algunos
grupos de eucariontes, existe una amplia red de detectores y efectores llamados
sistemas de dos componentes (SDC), que transmiten sefales a través de la
fosforilacion sucesiva de dos proteinas, una cinasa detectora de histidina (CS) y otra
conocida como regulador de la respuesta (RR), con residuos conservados de
histidina y aspartato respectivamente (Figura 2) (De Phillips et al., 2004).
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Figura 2. Esquema de las proteinas que forman parte de los sistemas de dos componentes.
Los sistemas de dos componentes estan constituidos por una Cinasa detectora (CS) que posee un
dominio trasmisor (DT) que incluye el residuo Histidina conservado (H) y un dominio de unién a
nucledtido importante para la uniéon de ATP conocido como caja G (G). Los reguladores de respuesta
(RR) poseen un dominio receptor (DR) en donde se encuentra el residuo Asp (Tomado de Barba,
2014).

4.1. Cinasas histidinicas

Las cinasas histidinicas son las primeras proteinas involucradas en la sefalizacion
en los SDC, y operan normalmente como dimeros los cuales se activan por medio
de un proceso de trans-autofosforilacion; y normalmente se encuentran asociados
a la membrana, sin embargo, también pueden existir en el citoplasma bacteriano
(Borland et al., 2015) La histidina cinasa esta constituida por un dominio sensor
localizado en el extremo N-terminal y un dominio transmisor localizado en el extremo
C-terminal de la proteina. El dominio sensor monitorea el ambiente en busqueda de
estimulos y el dominio transmisor incluye grupos de residuos esenciales para la
activacion y regulacion de la actividad de la cinasa histidinica (Jung, 2012).

4.2. Reguladores de respuesta

Los sistemas de dos componentes afectan procesos a nivel de genes y proteinas
(cambios en la expresidén génica, regulacion alostérica de la actividad enzimatica),
a nivel de regulones globales de las células (motilidad celular, esporulacion) y nivel
multicelular (agregacion celular, formacion de biopeliculas). Estos procesos
reguladores son realizados por varios reguladores de respuesta que comparten el
fosfoaceptor comun (receptor REC) pero difieren en sus dominios de salida (Figura
4). Por tanto, la asignacion funcional de un RR se basa tipicamente en el
reconocimiento de su dominio de salida y su asignacion funcional a la categoria de
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proteina transportadora, enzima, de union a ADN, de unién a ARN, de unién a
ligando, de union a proteinas, o transportadora (Galperin, 2011).

Figura 3. Reguladores de respuesta. Distribucion de los reguladores de respuesta. Figura tomada
de Galperin, 2011.

4.3. Reguladores CheY

Aunque la mayoria de los RR contienen el dominio REC con uno o mas dominios
de salida, el término "regulador de respuesta" fue acufado en 1977 por Daniel
Koshland para describir la proteina de quimiotaxis CheY que consiste Unicamente
en el dominio REC. Estas proteinas en un inicio se conocian por controlar la
movilidad bacteriana y participar en la sefializacion de fosforrelevo (Galperin, 2011).

Un problema clave en el estudio de RR utilizando las técnicas estandar de analisis
del genoma, es que la similitud de secuencia de RR no necesariamente indica
identidad funcional. Por ejemplo, se ha descrito que las secuencias de las proteinas
CheY de A. brasilense Sp7, las cuales regulan la movilidad (CheY1, CheY4, CheY6
y CheY7), comparten una identidad aproximada de 35% y tienen funcion diferente
respecto a la movilidad de la bacteria (Mukherjee et al., 2019). Ademas, también se
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ha establecido la participacion de reguladores de la quimiotaxis en otros procesos,
como es el caso de CheY3 de Shewanella oneidensis, el cual se ha identificado
como unico regulador de la quimiotaxis, ademas participa en la formaciéon de
biopelicula (definiéndola como la fase de biopelicula adherida al fondo del
recipiente) y pelicula (El desarrollo de las células en la interfase aire/liquido), ya que
al eliminar el gen cheY3 que codifica esta proteina, se inhibe la biogénesis de
biopelicula desde el inicio de la formacién hasta la maduracion de ésta, a través de
la interaccion fisica de CheY3 con al menos cuatro diguanilato ciclasas enzimas que
participan en la formacién del di-GMPc y de la biopelicula, lo que conduce a la
inhibicion de la actividad de estas enzimas y como consecuencia a la disminucion
de los niveles del segundo mensajero di-GMPc (Castelli et al, 2020).

Otra funcién descrita para las proteinas tipo CheY3 referida en el patégeno Vibrio
cholerae, es que la proteina CheY3 participa en el mecanismo de dispersion de la
biopelicula, la cual es una etapa del ciclo de la biopelicula donde las células pueden
diseminarse y formar nuevas biopeliculas y la participacién de la proteina CheY3 es
requerida para que las células puedan escapar por medio de los poros, que resultan
de una degradacion preliminar de la matriz de la biopelicula, sin embargo la
mutacion puntal del motivo (D13,D12 y D57) que debe ser fosforilado no afecta la
funcién de dispersion de la biopelicula, lo que sugiere que la quimiotaxis no es
necesaria (Bassier et al, 2020).

Por otra parte, se describié en C. crescentus el papel del segundo mensajero di-
GMPc al modular la transicion de la célula mévil a sedentaria a través de interferir
con la funcién motora. Por medio de una nueva clase de proteinas similares a CheY
denominadas proteinas Cle que se activan mediante la union del segundo
mensajero di-GMPc. Las proteinas Cle posee péptidos de mayor tamario alrededor
de 140 residuos de aminoacidos, que contienen regiones ricas en arginina y que
comprenden sitios de unién de alta afinidad para di-GMPc, siendo activados por
éste segundo mensajero y no por medio de fosforilacion como los CheY candnicos
(Nesper et al., 2017). También se ha logrado determinar que las proteinas Cle unen
a la proteina FliM del anillo C que conforma el motor flagelar, y se propone que
funcionan como “freno” transitorio de la motilidad de la célula (Beeby et al, 2020)
(Figura 4).

Los anteriores estudios nos indican una mayor versatilidad funcional de las
proteinas CheY, que sugiere una adaptacién a los nichos ecologicos de las
bacterias.
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Figura 4. Modelo en el cual CheY y Cle median el control del flagelo de Caulobacter
crescentus. CheY (naranja) y proteinas Cle (verde) interactian con la proteina FliM que actua como
interruptor flagelar. CheYll es el homologo funcional de E. coli y es responsable de inducir la
reversion del motor una vez fosforilado por el quimiorreceptor acoplado a la cinasa CheA (rojo) y
subsecuentemente une a FliM en el motor flagelar. CleA (en su forma unida al di-GMPc) y CheYI-P
compite con CheYII-P para unirse a FliM y de este modo reducir en general la tasa de reversiones
del motor flagelar. CleA puede promover el nado suave adelante o hacia atras a través de la
competencia con CheYIl en condiciones que aumentan los niveles de di-GMPc en C. crescentus.
Las enzimas que regulan la concentracion intracelular del di-GMPc (verde) y (DGC, en rojo; PDE,
azul). CleC, CleE y posiblemente CleD interfiere con la funciéon del motor para aumentar el rapido
anclaje a la superficie. Estas proteinas pueden ser parte del mecanismo de retroalimentacion a través
del cual el flagelo detecta la superficie mediada por las enzimas DGC y/o PDE al aumentar la
concentracion del di-GMPc. Tomando de: Nesper, et al. (2017).

ANTECEDENTES GENERALES

1. Azospirillum baldaniorum

En el afio 2020 Azospirillum brasilense Sp245 recibe una reclasificacion basada en
su genoma como la cepa tipo de Azospirillum baldaniorum, nombrada asi en honor
a los doctores José Ivo Baldani y Vera Divan Baldani microbidlogos brasilefios, por
su contribucién pionera a la investigacién de Azospirllum. Por lo tanto, se adoptara
la nueva notacién de la bacteria en este trabajo. La cepa 245 es una de las bacterias
mas estudiadas por ser promotora del crecimiento vegetal, especialmente
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considerada por su potencial como inoculante de plantas. Fue aislada de la
superficie de la raiz desinfectada de trigo ( Triticum aestivum) en Brasil. El contenido
del DNA G+C basado en el genoma es del 68.4%. Las células son ligeramente
curvas, de 1.6-2.1 uym de largo y 0.5-0.7 um de ancho. Mévil con un flagelo polar
largo y varios flagelos laterales de menor longitud. Fija nitrégeno en vida libre y las
células pueden crecer en medio libre de nitrégeno. Crecen a 20 y 38 °C, reduce los
nitratos a nitritos. Crecen en una variedad de fuentes de carbono como: L-
Arabinosa, D-Arabitol, D-Fructosa, L-Fucosa, aD-Galactosa, Gentioniosa, AD-
Manitol, D-Manosa, Melibiosa, D-Picosa, L-Ramnosa, Acido férmico, D-Galactonico
acido lactona, D-Acido glucosaminico, a-ceto butirico, a-Keto valérico,
Glucoronamida, D-serina, Timidina, Fenitilamina, Glucosa-6-fosfato (dos Santos
Ferreira et al, 2020).

2. Quimiotaxis en Azospirillum

La capacidad de Azospirillum de colonizar a la raiz depende de la movilidad y
quimiotaxis, en respuesta a diversas moléculas quimicas. Azospirillum dirige su
nado hacia nichos que le benefician como compuestos organicos, azucares y
algunos aminoacidos. En tanto a los nichos que le son perjudiciales tiende a
alejarse, como el exceso de oxigeno, aceptores de electrones, actividad redox y
sustancias xenotoxicas. La bacteria quimiotactica cuando no detecta ningun tipo de
gradiente realiza un nado erratico, que se caracteriza en nados de distancias cortas
y en frecuentes cambios de direccidén. Mientras que la célula que percibe algun tipo
de atractante, se dirige hacia el gradiente de concentracién con un nado en
distancias mayores, asi como de velocidad y disminuyen la frecuencia de giros en
el nado (Figura 1A) (Rossmann et al. 2020).

El analisis de secuencias de genomas de varias especies de Azospirillum revelan
que la respuesta quimiotactica es coordinada por multiples vias de quimiotaxis,
codificadas por dos operones, Che1 y Che4, con receptores adicionales de
quimiotaxis, cuyos genes codificantes se localizan en otros sitios del genoma
(Mukherjee et al. 2016).

En A. brasilense Sp7 se han identificado 4 sistemas de quimiotaxis y multiples
proteinas homologas de CheY que modulan la direccion de rotacion del motor
flagelar (Alexandre, 2015). En algunos casos los multiples homologos de CheY son
codificados en diferentes regiones del genoma y no siempre ligados a un sistema
de quimiotaxis. No esta definido por qué la bacteria contiene multiples reguladores
de respuesta relacionados a la quimiotaxis (Mukherjee et al. 2019).

A. brasilense es movil utilizando un solo flagelo polar que le permite nadar en medio
liquido y cuando la viscosidad del medio incrementa las células producen multiples
flagelos laterales, estructuralmente distintos al flagelo polar, que permite el
movimiento en superficies o “swarming” (Moens et al., 1996). El flagelo polar de A.
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brasilense Sp7 rota en ambas direcciones, es decir; en contra de las manecillas del
reloj (CWC) y en direccion de las manecillas del reloj (CW), (Zhulin & Armitage,
1993) siendo la quimiotaxis quien controla estos cambios de direccién del flagelo
(Mukherjee et al, 2016, 2019). La movilidad y la quimiotaxis son importantes para
la colonizacion de la bacteria a la planta (Greer-Phillips et al.,2004; O’Neal et al.,
2019, 2020; Cruz-Pérez et al., 2021). Los datos experimentales obtenidos sugieren
que el flagelo polar media la adsorcién de las células de A. brasilense a las raices
de la planta en un proceso de dos etapas (Croes et al., 1993). El flagelo polar media
la formacion de biopelicula in vitro (Viruega-Gongora et al. 2020). La flagelina polar
de A. brasilense es glicosilada, contiene una cadena de tetrasacaridos de repetidos
de ramanosa, fructosa, galactosa y N-acetil-glucosamina de estructura similar al
antigeno O; del LPS (Belyakov et al., 2012).

Dos diferentes sistemas regulan la quimiotaxis de A. brasilense, anotados como
Che1y Che4 ylos RR CheYs (CheY6 y CheY7), no ligados a Che1 y Che4 (Bible
et al 2012; Mukherjee et al, 2016, 2019). CheA1 y CheY1 se codifican en el operdn
Che1, estos regulan cambios transitorios de la velocidad del nado en la quimiotaxis.
Los genes que codifican a CheA4 y CheY4 estan ligados, estos controlan la
probabilidad de cambios en la direccién de nado en la quimiotaxis. El fenotipo de
las mutantes de cheY6 y cheY4 presentan reversion similar durante el movimiento
natatorio, mientras que la mutante de cheY7 no revierte. Todas las mutantes de
cheY presentan alteracién en el nado comparado con la cepa nativa en la ausencia
de un gradiente. Evidencia genética y analisis fenotipicos indican que CheY6 es
controlado por CheA1, y la actividad de CheY7 es controlado por CheA4. Las
mutantes AcheA4, AcheY4 o AcheY7 no presentan quimiotaxis en gradiente
espacial de quimioefectores, mientras que las mutantes que carecen de cheY1y
cheY6 son quimiotacticas bajo esas condiciones. La frecuencia de pausas en el
movimiento natatorio se reduce en las mutantes cheY1, cheY6 y cheY7 pero ésta
se incrementa en una cepa que carece cheY4. El mecanismo de estos efectos
diferentes aun se desconoce. Los efectos de estos CheYs homologos sobre el
patrén de la movilidad natatoria de A. brasilense seria una estrategia para optimizar
la navegaciéon en el ambiente espacial y fisicamente heterogéneo del suelo
(Mukherjee et al, 2026, 2019).

Se describié que la rotacion del flagelo que controla la movilidad natatoria estaria
también participando en la transicion de la célula moévil a sésil de diversas bacterias,
quiza actuando el flagelo como un mecanodetector (Gordon & Wang, 2019). Asi
como la transicion de movil a sésil ocurre durante el “swarming” en superficies, en
la formacion de biopelicula y en la adherencia a las superficies (Guttenplan &
Kearns, 2013).

Se ha mostrado que la quimiotaxis y las mutantes de quimiotaxis intervienen en
funciones sociales bacterianas: interacciones célula a célula o en la interaccién con
huésped eucarionte. En particular, los efectos de los CheY’s de A. brasilense en la
rotacion del flagelo polar y quimiotaxis y su contribucion en la transicion de la célula
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movil a sésil, durante el “swarming”, adherencia a la superficie y formacion de
biopelicula (Ganusova et al., 2021).

ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Con el fin de analizar la participacion de las proteinas con dominios GGDEF de A.
baldaniorum Sp245 implicadas en la sintesis del segundo mensajero di-GMPc en
funciones como el crecimiento y estrés, Gamboa en el 2014, realiz6 una mutacion
por insercion en el gen de la diguanilato ciclasa E, mediante un casete de resistencia
a kanamicina-beta-glucuronidasa (gusA-KmR). El andlisis fenotipico en cuanto a
crecimiento de esta cepa mutante A. baldaniorum Sp245 5 A cdgE::uidA-KmR, fue
realizado mediante la curva de crecimiento en base a las unidades formadoras de
colonia (UFC) utilizando medio minimo K-Malato. En cuanto al estrés, el crecimiento
fue evaluado determinando densidad éptica, tras un periodo de incubacion de 24 h,
sometiendo a la bacteria a diferentes concentraciones de NaCl utilizando medio
minimo K-Malato. La cepa mutante A. baldaniorum 5 A registro una notable
disminucion del crecimiento, cuyo tiempo de generacién de 190.77 minutos fue
aproximadamente 3 veces mayor con respecto al tiempo de 65.1 minutos de la cepa
silvestre A. baldaniorum Sp245, siendo posible observar directamente sobre la
curva tal disminucion a lo largo de las fases de crecimiento.

En relacién a los datos obtenidos en condiciones de estrés osmético, ambas cepas
presentaron afeccién a la condicidn salina, siendo ésta mas marcada entre mayor
concentraciéon de NaCl, ademas los datos presentados sugieren que la cepa
mutante exhibié una significativa disminucion del crecimiento cuando se compara
con la cepa silvestre (Figura 5). Sin embargo, el fenotipo observado probablemente
sea generado por una mutacion polar, por la inserciéon del casete KmR -GusA en el
gen cdgE, ocasionando la afectacion de genes rio abajo, tal como se observa en el
contexto genético, donde se predice la posible presencia de un operén figura 6
(Gamboa 2014).
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Crecimiento a 24 horas en medio K-Malato en
diferentes concentraciones de NaCl

4+
W A brasilense Sp245
3 o &= Mutante 5A dgcEuldA-
km" de Sp245
E
[
g 24
S
=
a
14
U -

100 500 1000 1500 2000 250.0 3000

Concentracion mili-molar (mM) de NaCl en K-Malato

Figura 5. Curva de crecimiento de la cepa 245 (WT) y la cepa mutante dgcE::ulda-kmR de Sp245
en distintas concentraciones de NaCl. Tomado de Gamboa, 2014.

HkhC

(3795pb)

Figura 6. Mapa del contexto genético. Ubicado en el plasmido 3 de Azospirillum baldaniorum
Sp245 se encuentran en el mismo sentido de la transcripcion, el regulador de respuesta CheY junto
a una cinasa histidinica hibrida HkhB, un regulador de respuesta con funcién de factor de
transcripcion LuxO, una proteina cinasa histidinica hibrida (HyHKC; rio abajo presente una
diguanilato ciclasa dgcE y una proteina hibrida (PH). El mapa no esta representado a escala de la
longitud de los genes. Tomado de Gamboa 2014

Posteriormente, Avalos obtuvo la mutante A. baldaniorum AcdgE 7U3 (2016). La
cual al analizar los fenotipos de crecimiento y de susceptibilidad al NaCl se observé
qgue no existia una diferencia significativa de la mutante con respecto a la silvestre,
como lo describi6 Gamboa (2014). Por lo cual la insercion de material genético
gusA-KmR pudo generar una mutacion polar, al afectar genes rio abajo (Figura 6).
Lo que llevd a estudiar el comportamiento de los demas genes, que se encuentran
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en el contexto genético mediante mutaciones por eliminacioén del gen. Fue asi como
Cordero en el 2017 se dispuso a realizar la mutacién por eliminacién del gen khkB,
el cual mostro que la mutante A. baldaniorum AhkhB C5.56 no presenté cambios en
el crecimiento con respecto a la cepa silvestre A. baldaniorum Sp245. Las curvas
de crecimiento obtenidas se muestran en DO 600nm (Figura 7).

UFC de A. brasilense Sp245 y A. brasilenseAhsKB
de Sp245 en MM K-malato

2.50E+09
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Figura 7. Curva de crecimiento de A. baldaniorum AhkkB y A. baldaniorum Sp245 en MM K-
malato. Se muestra la determinacion mediante UFC (21 h). Los datos mostrados son el promedio
de 4 ensayos independientes +/- desviacion estandar. Tomado de Cordero, 2017.

Los datos obtenidos por Avalos y Cordero sugerian la presencia de un operon
constituido por cinco genes localizados en el contexto genético en secuencia 5'-3’,
con regiones intergénica cortas. De manera interesante al analizar la movilidad de
las mutantes obtenidas se observo alteracion en la movilidad realizada en medio
minimo K-malato, como se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Ensayo de movilidad. Se obervan las cepas utilizadas A. baldaniorum Sp245 (WT 245),
A. baldaniorum AhkhB (C5.56), A. baldaniorum AdgcE (7U-3) y A. baldaniorum dgcE:gusA:Km (5-A).
Tomado de Cordero, 2017.

Estos resultados apuntan a que la mutante por insercion A. baldaniorum 5-A genero
un efecto polar y que los genes que constituyen un presunto operén participan en
movilidad. Es probable que también se haya originado un defecto en la utilizacion
de la fuente de carbono malato, que es el mejor quimioatractante de A. brasilense.
Por lo que, es relevante continuar con el analisis de los siguientes genes que
constituyen esta regién de senalizacion. De aqui que se proponga el estudio del gen
che Y-like.
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JUSTIFICACION

A. baldaniorum Sp245 es una bacteria de gran interés en al area de la agricultura
ya que se ha utilizado en inoculantes debido a sus efectos de PGPR, en especial la
cepa Sp245, que es la cepa tipo de la especie baldaniorum. En esta bacteria se ha
descrito multiples sistemas de sefalizacidn, asi como proteinas que integran estos
sistemas, tales como cinasas histidinica y reguladores de respuesta, pero aun falta
mucho por resolver y entender. Los reguladores de respuesta de dominio Unico son
componentes de sefalizacion de vias de fosforilacion de dos componentes que
albergan un dominio receptor de grupo fosfato, pero carecen de un dominio de
salida especializado, por lo que resulta relevante entender su funcion. Si bien, en
un inicio se le adjudicaba solamente la funcién de proteina con participacion de
sistema de quimiotaxis, se han descrito gran diversidad de funciones como el
arresto de la movilidad en las proteinas CLE de C. crescentus y que ademas de
manera interesante estas proteinas no van a estar moduladas por medio de
fosfotransferencia sino por medio de la unién del segundo mensajero di-GMPc.
También se ha observado participacion independiente de los sistemas de
quimiotaxis. Por estos motivos es importante e interesante estudiar de manera mas
detallada a los reguladores de respuesta de dominio unico para identificar su funcion
en la bacteria, asi como su regulacion dentro de los sistemas de senalizacion.

OBJETIVO GENERAL
e Analizar del gen cheY-like de A. baldaniorum Sp245

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Construir el plasmido mutagénico pCDR-2, para la eliminacion del gen cheY-
like

e Analizar de manera bioinformatica la proteina CheY

23



METODOLOGIA

1. Esquema del trabajo

Azospirillum L i
baldal:ﬁorum ‘ Analisis bioinformatico ‘ Busqueda de' Prot?:\:.gacs de dominio
Unico
Disefio de oligonucledtidos Andlisis filogenético de las proteinas

!

Andlisis estructural de la proteina

(=

Extraccion de DNA plasmidico

CheY-like
Amplificacion y clonacién de FA'y FB Andlisis de resultados

=

Subclonacion para obtener FAB

=

Subclonacién en vector suicida
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2. Material y métodos

Tabla 5. Tabla de iniciadores utilizados en este trabajo.

OLIGONUCLEOTIDO SEQUENCIA DE DNA 5-3° AMPLIFICADO
CheYSdal-F | ATCCTGECAGGCGGTAATACAGATCCTCG FA
CheYXbal-R CATCTAGAGGGTAGAGTCGCTTGGAG FA
CheYXbal-F AGTCTAGACTCAAGAGTAGGCGGGTTCTGC FB
CheYXmal-R | ATCCCGGGCCCTTCCATCAGGTTGATT FB

Las bases subrayadas indican el sitio de restriccidon de la enzima. Los iniciadores se obtuvieron de
A. baldaniorum Sp245

Tabla 6. Material biologico utilizado en este trabajo.

NOMBRE DESCRIPCION REFERENCIA

CEPAS
E. coli DH5a hds17 endA1 thi-1 gyrA96 Gibco-BRL
relA1 recA1 supE44 D-
lacU169 (®80dlacZ AM15)

A. baldaniorum Sp245 Cepa silvestre Baldani et al. 1986
E. coli BL21 E. coli. fhuA2 [lon] ompT gal NEB
[dem] AhsdS
VECTORES
PGEM®-Teasy Vector de clonacion. AmpR PROMEGA
pCDR Derivado de pJMS-pKm-sacB Cordero 2018

con fragmento Xhol/SnaBI de
3,075 pb de pGEM: lacZ traJ,
ColE1, mob, rop, OriT, AmpS ,
KmS, TcR

PLASMIDOS
pGEM:FA Derivado de pGEM Teasy con Este trabajo
fragmento homdlogo de 1038
pb. AmpR
pGEM:FB Derivado de pGEM Teasy con Este trabajo
fragmento homodlogo de 1086
pb. AmpR
pGEM:FAB Derivado de pGEM Teasy con Este trabajo
fragmento de 2124 pb. Amp~®
pCDR-2 Derivado de pCDR sin el gen Este trabajo
lacZ
pCDR-2 AcheY-like Derivado del vector pCDR-2

Este trabaj
con fragmento de 2124 pb ste trabajo
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3. Cultivo celular

Se empled A. baldaniorum Sp245 como la cepa silvestre. De un vial mantenido en
crio-preservacion se inocularon 50 pl en un tubo de 5 ml de medio minimo K-malato
(previamente esterilizado) y se incubo por un lapso de 18 h/30°C (pre-cultivo).
Posteriormente, se realizaron cajas de medio rojo congo, las cuales se inocularon
con el precultivo. Las clonas se aislaron por medio de estria cruzada y la caja de
medio rojo congo se incubo 48 h/30°C.

4. PCR para el amplificado del FAy FB

La extraccion de ADN gendmico se realiz6 por la técnica de CTAB (Sambrook et
al., 1989) Se partié6 de la mezcla de reaccion para la PCR de acuerdo con las
indicaciones del proveedor, variando de acuerdo al tipo de enzima utilizando la Taq
DNA polimerasa recombinante (Invitrogen®) para comprobacion; y las polimerasas
de alfa fidelidad Taqg DNA polimerasa Platinum (Invitrogen®) con fines de
secuenciacion y clonacién. Las condiciones de amplificacion para los fragmentos A
(1,038 pb) y B (1,086 pb) se muestran en la-Tabla y Tabla-4, respectivamente.

5. Clonacion

Los productos de PCR, fragmento A (FA) y fragmento B (FB) fueron clonados en el

vector pPGEMT easy de manera independiente para ser liberados, posteriormente
por medio de restriccion enzimatica utilizando las enzimas Sdal-Xbal para el FA'y
Xbal-Xmal para el FB para su posterior clonacion sitio dirigida al vector suicida
pCDR-2. Todas las clonaciones se transformaron en células quimio-competentes
de la cepa E. coli DH5q, seleccionando las transformantes en placas de LB (100
pug/ml de Ap) para los plasmidos construidos en pGEMT Easy (pGEM:FA, pGEM:FB
y pPGEM:FAB), o bien en placas de LB (20 pg/ml de Km) para el plasmido modificado
pCDR-2, de acuerdo a lo mencionado por Sambrook et al. (1989). Las restricciones
enzimaticas y ligaciones fueron realizadas de acuerdo con las indicaciones del
proveedor. La extracciéon de DNA y purificacién del vector e inserto, se realizé de
acuerdo con Sambrook et al. (1989). La comprobacion de las construcciones fue
realizada mediante PCR utilizando los iniciadores disefiados para el amplificado del
FA 'y FB; y un perfil de restriccion enzimatico.
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Tabla 7. Programa con las condiciones necesarias para amplificar FA.

Temperatura Tiempo Ciclos
94°C 5 min 1

94°C 30 seg

63°C 30 seg 30
72°C 1 min

72°C 5 min 1

4°Cc oo 1

Tabla 8. Programa con las condiciones necesarias para amplificar FB.

Temperatura Tiempo Ciclos
94°C 5 min 1

94°C 30 seg

63°C 30 seg 30
72°C 1 min

72°C 5 min 1

4°C oo 1

ANALISIS BIOINFORMATICO

1. Herramientas bioinformaticas empleadas:
BLAST

Herramienta Basica de Busqueda de alineacién local, por sus siglas en inglés
“‘BLAST”, la cual encuentra regiones de similitud entre secuencias bioldgicas. El
programa compara secuencias de proteinas con las bases de datos de secuencias
y calcula la significancia estadistica. Herramienta en linea con direccion:
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi

RAST

El servidor RAST (Rapid Annottation using Subsystem Technology) proporciona
anotaciones gendmicas de alta calidad para procariotas en todo el arbol filogenético.
Hace que una anotacion de calidad SEED esté disponible como un servicio con un
tiempo de respuesta de 48 horas. El entorno de SEED vy las estructuras de datos
SEED se utilizan para calcular las anotaciones automaticas. Una vez que se
completa la anotacion, los genomas pueden descargarse en una variedad de
formato para verse en linea. La anotacién del genoma proporcionada incluye un
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mapeo de genes a subsistemas y una reconstruccién metabdlica. El servidor es en
linea con la direccidn: RAST Server - RAST Annotation Server (nmpdr.org)

SMART

Es una herramienta de investigacion de arquitectura modular simple, permite la
identificacién y anotacién de dominios genéticamente modviles y el analisis de
arquitecturas de dominio. 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 parametros de busqueda y la
informacion taxonémica, se almacenan en un sistema de bases de datos relacional.
Las interfaces de usuarios de esta base de datos permiten busquedas de proteinas
que contienen combinaciones especificas de dominios en taxones definidos.
direccion: http://smart.embl-heidelberg.de/

MIST3

La base de datos MiST3.0. proporciona perfiles de transduccién de sefiales de mas
de 125 000 genomas de bacterias y arqueas. Esta base de datos es el resultado de
un escalamiento sustancial para acomodar datos gendmicos microbianos en
constante crecimiento. Aunque MiST3 se centra en la transduccion de sefales, se
puede explorar utilizando funciones convenientes implementadas en Mist sin
ejecutar software externo (Gumerov et al; 2020). Direccion: https://mistdb.com/

CLUSTALOMEGA

Clustal Omega es un programa de alineacién de secuencias multiples que utiliza
arboles guia sembrados y técnicas de perfil de perfil HMM para generar alineaciones
entre tres 0 mas secuencias.

MEGAX

Es un software de computadora para realizar analisis estadisticos de la evolucion
moleculary para construir arboles filogenéticos . Incluye muchos métodos y
herramientas sofisticados para filogendmica y filomedicina. Tiene diversas
funciones como: construccion de alineacion de secuencia, manejo de datos, visor
de datos de secuencia, estimacion basada en MCL(Probabilidad compuesta
maxima) de patrones de sustitucion de nucledtidos, prueba de homogeneidad del
patron de sustitucion, método de estimaciéon de distancias de nucledtido, pruebas
de seleccion, entre otros (Masatoshi Nei et al; 2016).

SWISS-MODEL
Es un servidor integrado basado en la web (direccidén
https://swissmodel.expasy.org/interactive) dedicado al modelado por homologia de
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estructuras de proteinas. Guia al usuario en la construccion de modelos de
homologia de proteinas en diferentes niveles de complejidad. Para la construccion
de un modelo por homologia, en este servidor se requiere: 1) identificacion de
plantillas estructurales, 2) alineacién de la secuencia objetivo y estructura (s) de
plantillas, 3) construccion de modelos y 4) evaluacion de la calidad del
modelo. Estos pasos requieren software especializado e integran bases de datos
de secuencia y estructura de proteinas actualizadas. Cada uno de los pasos
anteriores se puede repetir de forma interactiva hasta que se logre un resultado de
modelado satisfactorio. Direccion: https://swissmodel.expasy.org/

I-TASSER

El servidor I-TASSER es una plataforma en linea que implementa los algoritmos
basados en I|-TASSER para la estructura de proteinas y predicciones de
funciones. Permite a los usuarios generar automaticamente predicciones de
modelos de alta calidad de la estructura 3D y la funcion biolégica de las moléculas
de proteinas a partir de sus secuencias de aminoacidos (Zhang et al., 2010).
Direccion: https://zhanggroup.org/I-TASSER/

PyMOL y USCF CHIMERA

PyMOL es un visor molecular de cddigo abierto y auspiciado por usuarios creado
por Warren Lyford Delano y comercializado por Delano Scientific LLC (Warren
Lyford De Lano). Direccion: https://pymol.org/2/

USCF CHIMERA es un programa para la visualizacion interactiva y el analisis de
estructuras moleculares y datos relacionados, incluidos mapas de densidad,
trayectorias y alineaciones de secuencias. Direccion:
https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/

2. Busqueda de proteinas de dominio tunico REC

Para realizar la busqueda de las proteinas de dominio unico REC en A. baldaniorum
se utilizé el servidor RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology) versién
2.0, en donde se ingreso el genoma de A. baldaniorum, una vez ingresado, se
examind el genoma comparando con la secuencia de la proteina CheY-like
analizada en este trabajo, se realizd el BLASTP y los resultados se filtraron para
seleccionar y analizar unicamente las proteinas de dominio unico REC. Para la
seleccion de proteinas se utilizo la plataforma SMART (Simple Modular Architecture
Research Tool) para la identificacion y analisis de arquitectura de los dominios.
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3. Construccion del arbol filogenético de secuencias obtenidas del GenBank

Las secuencias de los 45 reguladores de respuesta de dominio unico y los
seleccionados de A. brasilense Sp7 y Rhodobacter sphaeroides JPA1337 se
ingresaron al software MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) version
10.2.2. para la construccidon del arbol filogenético que se realizé por Maximum
likelihood con un bootstrap de 1000.

4. Analisis comparativo

Las proteinas CheY1, CheY4, CheY6 y CheY7 descritas en A. brasilense Sp7 con
funcién en quimiotaxis (Mukherjee et al, 2016; Mukheriee et al., 2019) y
Rhodobacter sphaeroides (Porter et al., 2006), se emplearon para analizar las
proteinas homodlogas de A. baldaniorum, realizando los alineamientos de
secuencias con el programa Clustal Omega version 2.0.12. Este mismo programa
se utiliz6 para realizar el analisis de residuos de aminoacidos conservados
implicados en la funcion quimiotactica tomando como modelo las secuencias de las
proteinas CheY descritas de manera funcional.

Para el analisis estructural de la proteina CheY-like se ingresé la secuencia de
aminoacidos en el servidor I-TASSER (lterative Threading ASSEmbly Refinement)
para la prediccion de la estructura secundaria, asi como tridimensional. Utilizando
el modelo 1 ya que presentaba mejores parametros de calidad de prediccion. Se
utilizé también para la estructura secundaria la herramienta PHYRE2 (Protein Fold
Recognition Server).

En tanto al modelado por homologia se utilizé el servidor SWISS-MODEL para un
analisis estructural de las proteinas utilizando como plantillas el cristal CheY de E.
coli (Lee et al., 2001) apoyado del servidor PyMOL y CHIMERA 1.15 para la
visualizacién de las moléculas.
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RESULTADOS
OBTENCION DE LA MUTANTE A. baldaniourmAcheY-L
1. Construccion del plasmido mutagénico

La construccion del plasmido mutagénico se inicid con la amplificacion de los
fragmentos A y B, fragmentos que se encuentran aledafos al gen cheY-like. Ambos
fragmentos se amplificaron con los oligonucleétidos descritos en tabla 1. Se
obtuvieron las bandas correspondientes al peso molecular de ambos fragmentos
Figura 9.

1 2 3
— - - -

Figura 9. Electroforetograma de los productos de
PCR, utilizando los oligonucleétidos disefiados para
amplificar fragmento A y B que se encuentran rio
arriba y rio abajo del gen cheY-like. Carril 1)
Fragmento A, carril 2) MPM 1 kb y carril 3) Fragmento
B. Flecha indica banda de 1000 pb.

2. Obtencion del vector pGEMT-easy FAB

Posteriormente, a partir de los amplificados de los fragmentos A y B, se realizaron
subclonaciones de cada uno en el vector de mantenimiento pGEMT-easy, lo que
permitié realizar una clonacion de ambos fragmentos en el mismo vector (P GEMT-
easy FAB). Una vez obtenido pGEMFAB, se realiz6 la liberacion del FAB por
digestion con las enzimas Sdal y Xmal. El FAB presenta un tamafio 2035 pb. La
construccion se verifico por medio de PCR y restricciones por digestion con las
enzimas Sdal y Xmal (Figura 10).
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Figura 10. Electroforetograma de los productos de PCR y digestion enzimatica para verificar
la construccion pGEMFAB. Carril 1) producto de PCR del fragmento Ay B en la construccion,
carril 2, 3 y 4 amplificados del plasmido de A. baldaniorum Sp245, carril 6,7 y 8 productos
digestion enzimatica.

3. Modificacion del vector pCDR

Con el fin de propiciar la recombinacién del vector suicida pCDR y optimizar la
conjugacion, se elimino el gen de la beta galactosidasa (/acZ) con la enzima Nodl.
Para corroborar la construccién se probd el crecimiento con el compuesto X-gal. Se
observaron las clonas que contenian el plasmido pCDR intacto (con el gen /lacZ) la
en color azul, mientras que las clonas que contienen el plasmido pCDR-2 (sin lacz)
las colonias se observaron blancas(Datos no mostrados). Una vez seleccionadas
las clonas se realizdé su comprobacion con enzimas de restriccion que permitieron
observar la disminucion del peso molecular del plasmido (Figura 11).
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Figura 11. Comprobacién de la presencia del vector pCDR-2. A) Electroforetograma de productos de digestion
enzimatica del vector pCDR-2 con enzima Xhol. Carril 1, 2, 3, 4 digestion del vector modificado, carril 5 digestion
del vector sin modificar y carril 6 marcador de peso molecular 1 kb. B) fotografia de gel de agarosa de productos
de digestién enzimatica con la enzima Pstl. carril 1 clona 1, carril 2 vacio y carril 3 marcador de peso molecular.

4. Vector suicida pCDR-2FAB

Una vez obtenido el vector pCDR-2 se realizd la subclonacion de FAB,
primeramente, liberado de la construcciéon pGEM-easyFAB. Para ello, se linealizo el
vector suicida con la enzima Xmal, se realizé la ligacion y posteriormente se
transform6 a la cepa E.coli S17.1. Para corroborar la construccion del vector
mutagénico pCDR-2FAB se realizé un analisis de PCR. En donde se obtuvo un
amplificado positivo para los iniciadores “Foward” fragmento A y “Reverse”
fragmento B (Figura12).
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Figura 12. Electroforetograma de productos
PCR utilizando como oligonucleétidos forward
del fragmento A y reverse del fragmento B.
Carril 1 marcador de peso molecular, carril 2
clona 17, carril 3, clona 36 y carril 3 clona 37.
La flecha indica la banda con peso molecular
de 2000 pb.

5. Obtencion de la mutante A. baldaniourm AcheY-like de Sp245 utilizando el
vector pCDR-2FAB

El plasmido pCDR-2FAB fue incorporado en células quimiocompetentes E. coli
S17.1 por medio de transformacion, la cual fue utilizada como cepa donadora en los
ensayos de conjugacion biparental realizados con la cepa receptora A. baldaniorum
Sp245. La seleccion positiva, se hizo en placas de medio minimo de K-malato.
Posteriormente, la seleccion negativa, se hizo en placas de medio minimo k-malato
adicionado con sacarosa al 15%, siendo posibles candidatas las clonas sensibles a
Tetraciclina. Como comprobacion de las posibles mutantes se realizé un amplificado
de la region afectada por medio de los iniciadores Foward fragmento A y Reverse
fragmento B (Figura13).
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Figura 13. Obtencion de la mutante A. baldaniorum cheY-like Sp245. A) conjugacion biparental
entre A. baldaniorum Sp245 y E. coli S17.1 pCDR-2FAB. B) medio minimo adicionado con k-malato
rojo Congo+Tc, se seleccionan las clonas sensibles a tetraciclina, clonas 13, 86 y 87. C) Medio K-
malato+ RC+15 % sacarosa. D) Electroforetograma de PCR utilizando Foward FA y reverse FB. Carril
1 MPM 1 kb, carril 2 clona13, carril3 clona 86, carril 4 clona 87, carril 5 A. baldaniorum, carril 6 E. coli
S17.1 pCDR-2FAB vy carril 7 blanco de reactivos.

ANALISIS BIOINFORMATICO

1. Busqueda de reguladores de repuesta de dominio unico

Se realizo la busqueda de proteinas que solamente contuvieran el dominio REC en
su arquitectura modular dentro de los genomas de A. baldaniorum Sp245 (Tabla) y
A. brasilense Sp7. Asi mismo, se realizo un analisis sistematico y una comparacion
de la distribucion para identificar los productos putativos de reguladores de
respuesta de dominio unico (REC, SD-RR) que estan involucrados en sistemas de
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sefalizacion. Este analisis llevo a la identificacion de 45 reguladores de respuesta
de dominio unico en A. baldaniorum Sp245y 41 en A. brasilense Sp7. Se observo
una gran variabilidad en la longitud de secuencia de estas proteinas identificadas,
que van desde 119 hasta los 629 aminoacidos. Asi mismo se identificd la
distribucion en el genoma de Sp245 observando los RR de dominio unico, en el
cromosoma y los cromidos 1, 2,y 3, y el plasmido 4, Tabla 4.

Tabla 4. Reguladores de respuesta de dominio Unico y su ubicacion en A. baldaniorum Sp245.

# MIST3 id Numero de Localizacion Longitud
acceso GenBank SMART Residuos de
aa
GCF_000237365.1- @
1 AZOBR_RS14225 WP_014241666.1 Cromosoma 125
GCF_000237365.1- @
2 AZOBR_RS14200 WP_014241661.1 Cromosoma 138
GCF_000237365.1- @
3 AZOBR_RS12415 WP_014241240.1 Cromosoma 121
GCF_000237365.1- @
4 AZOBR_RS12660 WP_014241309.1 Cromosoma 129
GCF_000237365.1- @
5 AZOBR_RS09890 WP_014240697.1 Cromosoma 137
GCF_000237365.1-
6 AZOBR_RS09475 WP_014240604.1 | Cromosoma @ —— 350
GCF_000237365.1- @ .
7 AZOBR_RS10740 WP_014240885.1 Cromosoma 364
g | GCF_000237365.1- | \vb 0516578661 | Cromosoma ) « 629
AZOBR_RS35795 - ’
9 GCF_000237365.1- WP_082188147. Cromosoma - 179
AZOBR_RS07695 1
10 GCF_000237365.1- WP_014239878. Cromosoma 134
AZOBR_RS06010 1
11 GCF_000237365.1- WP_014239960. Cromosoma @ - 343
AZOBR_RS06395 1
12 GCF_000237365.1- WP_014239494. Cromosoma 137
AZOBR_RS04260 1
13 GCF_000237365.1- WP_014240212. Cromosoma 168

AZOBR_RS07605

1
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GCF_000237365.1-

WP_014238757.

14 AZOBR_RS01020 1 Cromosoma @ 132
15 GCF_000237365.1- | WP_051658041. | ~ . . @ 119
AZOBR_RS00885 1
16 | GCF_000237365.1- | WP_014239024. | . @ 121
AZOBR_RS02220 1
I R I e | -
o] Sy || oot | MDD
19| GZGBR Re20080 | 4| Cromido & 121
20| GZGER Reziass | A | cromido & 125
21| GzoBR RezEzs | ao | cromido & 124
2| o || o1 | D
2| GZGBR Re20765 | A | cromido - 164
| otnrms || oomeor | B
25| GZGBR Reirass | Ao | cromido & 169
26| GZGBRReITI0s | a | cromidot & 126
7 | oaraem | | oot | D
28| GZGBR Retoszs | 1 | cromidos - for
29| GZGBR oIS | A o] cromido & 7
0 | zGeRReiTz0 | Ao | cromido &> 127
31 GCF_000237365.1- | WP_014197081. | . .. @ 135

AZOBR_RS14590

1
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GCF_000237365.1-

WP_014242548.

AZOBR_RS30855

1

32 1 "AZOBR RS25995 1 Cromido 2 @ 132
33 c;c;g_gggés*s%%ség- WP_0411813258. Crémido 2 137
| GZGBR RS0 | A | cromido2 & 135
35| GzomRRezsres | A 0| Cromido L 144
oo | SRRy | U] ez | A
7| GzGBRRSa0zs | A | cromido2 & 12¢
38| GzGBRRS203s | A | cromido2 & 124
39| GZGBRRSzzEEs | A | cromido2 & 135
40 | SZGBR Rzasto | g | Cremido3 & 139
41| GZGBR RS2605s | 1| Cremido3 & 128
42 | ZGBR Rezears | Ao | Cromido3 & 149
43| QZGBRRez6rss | g | Cromidos & 144
4 | SzoeRRSses | | Pusmidos & 120
45 | GCF_000237365.1- | WP_014199861. | .y 4 @ 160

2. El Contexto genético de los RR de dominio Unico tipo CheY en una
superfamilia de Sp245

Se continud con el andlisis de reguladores de respuesta de dominio unico, con el fin
de establecer su distribucion en los replicones y probable funcion, para lo cual se
realizd el analisis del contexto genético de cada una de las proteinas putativas
identificadas en A. baldaniorum Sp245. Destacando la diversidad con base al
contexto genético, ya que se observo no solamente en sistemas de quimiotaxis
candnicos, si no también, adyacentes a diversas proteinas involucradas en sistemas
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de senalizacion o de doble componente, pero también a proteinas de regulacién
transcripcional, transporte de aminoacidos, catabolismo o en sistema PTS, e incluso
varios genes que se localizaron huérfanos, sorprendiendo la gran distribucion de
acuerdo al contexto genético ubicados en cromosoma, cromidos y plasmidos. De
igual manera se localizaron los dos operones de quimiotaxis candnicos similares a
A. brasilense Sp7 y otros dos operones asociados a sistemas de quimiotaxis de
funciones celulares diversas (Tabla 5).

Tabla 5. Tabla del contexto genético de los reguladores de respuesta de dominio Unico en
A.baldaniorum Sp245, no se agregan los genes huerfanos.

Quimiotaxis

e < MM -5 & | - |8 e -

Exonucleasa Cinasa histidinica CheY  Chew Map CheR  CheD
- o o ﬂ‘\
@ - .-E;] o @ < @ .@_ A :
Cinasa histidinica hibrida CheW CheY CheB CheR
- e 8 il - o e —Bbe
MCP Chew CheB Rep. HEAT CheR CheY Cinasa histidinica
@ - -l w |—- - ] @-
CheY CheC MCP CheW CheB
Senalizacién
- HNE4E B4E =8 - e jloloE
CheY Cinasa histidinica hibrida CheY MCP
i 1€ fHe
Proteina hipotetica Cinasa histidinica CheY
e 15 &
Regulador transcripcional CheY Cinasa histidinica hibrida Proteinas hipoteticas
& 8484 - b - —i
Chey Cinasa histidinica CheX PH Deacetilasa

- @ Ese 6666660 B8 @

G‘Iicina Cinasa histidinica hibrida Cinasa histidinica hibrida CheY
zipper
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ededieEeE - € 1o e @
McCP Proteinas de unién a sustrato Cinasa histidinica hibrida CheY

y soluto en periplasma

& e s ee geeda i

Chey Cinasa histidinica hibrida Diguanilato ciclasa Region TM

— e e & -

PH TfuA Regulador Cinasa histidinica CheY Epimarasa
transcripcional

e @ - E> @&
CheY Cinasa histidinica Diguanilato  Deshidrogenasa

Diguanilato ciclasa
ciclasa

& WeE s ; &
Almidén fosforilasa

CheY Cinasa histidinica GTPasa Deshidrogenasa

Regulacién transcripcional

€= @1 il HHE <=

Regulador Chey Celulosa sintasa Regulador
transcripcional transcripcional

: - &

Represor Factor CheY
transcripcional GrP

HHm - & <

Transporte K Chey Regulador

transcripcional
CheY Regulador
transcripcional

l i @ R;egulador

PH Regulac_ior' Chey transcripcional
transcripcional

s & ©-- BEEE - .
Nitroreductasa CheY Regulador  Histidin cinasa Oxidoreductasa dependiente de NodT Nod
transcripcional FAD
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Carboxilasa Cinasa Regulador CheYy
Transporte ABC Permeasa,

transportador ABC tansaipEon

Indol piruvato CheyY Proteina con dominio CBS

Ensamble de pilus

-3 iii—e. | I » l @ @

Repetido
TadG CheY
tetratricopeptido g TadE

Metabolismo de aminoacidos

l“l o - — “ - -_g-.ﬂ B

Dominio de unién

Cinasa histidinica
Transportadores HyC/CorC aB-12 Chey
Chey RNAt fenilalanina subunidad alfa y beta Proteinas ribosomales
Catabolismo
& —-
D-glucosiltransferasa GlgB GIX CheY 4-alfaglucotransferasa Bacterioferritin
.
Represt.)r . PH Hidrolasa CheY
transcripcional
1B © & > :
Histidin cinasa Chey Fosfatasa Protocatecuato Hidrolasa

3,4-dioxigenasas

Transporte de membrana

- @ -

PH CheY Transporte ABC

. 1- - BEHE- & @

Transporte ABC Cinasa histidinica hibrida CheY
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Sistema PTS

- - - @ EE - ® - (- - EP

PTS especifico de fructosa Fosfofructocinasa Cinasa histidinica hibrida CheY Cinasa histidinica

3. Arbol filogenético de las 45 proteinas de dominio tGnico REC en A.
baldaniorum Sp245

Con el fin de analizar las relaciones evolutivas entre el total de las 45 proteinas
encontradas en el genoma de A. baldaniorum Sp245, éste se inicio realizando un
arbol filogenético de las 45 proteinas putativas identificadas (Figura 13) y ademas
se incluyen las secuencias de los 6 CheY’s de Rhodobacter sphaeroides, bacteria
qgue habita en el ambiente acuatico, relacionada filogenéticamente con el género
Azospirillum. Al analizar el arbol, las secuencias de las proteinas se distribuyeron
en diversas ramas. Se observo que las proteinas homologas de CheY1, CheY4,
CheY6 y CheY7 de las que se han descrito su participacion en quimiotaxis en A.
brasilense Sp7 se encuentran en una misma rama, lo que indicaria que comparten
un ancestro en comun. Mientras que la proteina CheY-like que se analiza en este
proyecto se ubic6 en una rama diferente respecto a las proteinas CheYs de R.
sphaeroides.

Al advertir la distancia genética entre las proteinas de R. sphaeroides, nos dimos a
la tarea de construir un arbol filogenético con las secuencias de los resultados de la
busqueda de BlastP en NCBI, incluyendo aquellas que corresponden al > 40% de
identidad y cobertura >80%. Se consideraron también las secuencias de las
proteinas CheY1, CheY4, CheY6 CheY7 de A. brasilense Sp7 y la secuencia de la
proteina CheY de E. coli con fines de comparacion (Figura 14). Se observo en el
arbol como las secuencias se distribuyen en diversas ramas. Las proteinas CheY1,
CheY4, CheY6 y CheY7 de A. brasilense Sp7 y la proteina CheY de E. coli se
encuentran compartiendo rama del arbol, mientras que la proteina que se analiza
en este trabajo se ubica compartiendo rama con otras dos proteinas, estas proteinas
corresponden a las cepas 12001 (aislada en Brasil) y MTCC4035 (aislada en la
India), cepas en las que se han analizado e identificado el cluster de 5 genes que
codifican presuntivamente al operdn de sefalizacion conservado Figura 14.
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Figura 13. Arbol filogenético de las 45 proteinas de A. baldaniorumy los 6 CheY's de
R. sphaeroides. En cuadro rojo la proteina putativa que se estudia en el proyecto
subrayadas las proteinas CheY de R. sphaeroides. Arbol obtenido en MEGA-X
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Figura 14. Arbol filogenético realizado con secuencias de proteinas de los
resultados del BlastP. Las flechas indican las proteinas que se encuentran en el
mismo arreglo de cluster de 5 genes. Arbol obtenido en MEGA-X.
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4. Busqueda de region rica en arginina en proteinas con mayor longitud en A.
baldaniorum Sp245

Con el fin de identificar la regidn rica en arginina que se ha descrito en las proteinas
CLE, regién que une a di-GMPc para activar y unir al motor flagelar en C.
crescentus, se realizd un alineamiento de secuencias con las proteinas que
encontramos en la busqueda inicial en A. baldaniorum Sp245. Se identificaron tres
secuencias (WP_014210604.1, WP_014240885.1 y WP_014239960.1) que poseen
en su C-terminal dicha region rica en arginina.

WP_@14198656.1_ 264 % FOF RR——— —— QRFLPVW 222
WP_9214198447 .1 184aa . 2| £ LMD 2 W RTMTG-PRAANVP 137
WP_@s82188147.1_179 G ol WV — — — — RPDMP 146
WP_214249a624 .1 35 o EPDTRMPYAC o9
wWP_e14239952.1_ 343 SASCLSPDLP 929
MNP_419259 . 1Clef LEGGDANRFIP TRTSQ 1@6
MNP_A421894._1CleD ISDLT-CREAP CTSEATAEA 18
WP_@1424a885.1_364 SPKSPDRFLP 114
NP_A20177._.1CleB - - —--QEIDIIFTDLMMQP -WVDGL RIWWVRTSTASPNHFEVP 96
MNP_A421949 _ 1CleE RS- — - - - -TYIDWVWVLTDLTMSG- LDGN /HLLRRSPDSPHNPFCP 96
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Figura 16. Alineamiento de secuencias de las proteinas Cle de C. crescentus y secuencias de proteinas de
longitud mayor de A. baldaniorum Sp245.

ANALISIS ESTRUCTURAL
1. Analisis de proteina CheY-like de A. baldaniorum Sp245

Tomando en consideracién los datos obtenidos, procedimos a determinar las
caracteristicas estructurales de la proteina CheY-like de A. baldaniorum Sp245. En
primera instancia se realizé un alineamiento de la secuencia proteica comparandola
con proteinas funcionales de A. brasilense Sp7 y E. coli. Los resultados nos permitio
constatar que en CheY-like ocurren los residuos de aminoacidos que intervienen en
la recepcidn del grupo fosfato Figura 17 A. Asi como la prediccion de la estructura
secundaria apoya el dato, como se muestra en la figura 17B los elementos
caracteristicos de la estructura secundaria de las proteinas CheY, estan presentes

como cinco alfa hélices y cinco beta-plegadas (a1B1a2 B2a3 BaasB4sasPs),
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ademas se observa que al terminar la beta plegada 3, se encuentra el aminoacido
aspartato (D) que es caracteristica de las proteinas CheY y que se ha descrito como
el aminoacido donde se lleva la fosforilacion (Mukherjee et al., 2019).

A

CheY Ec

Che¥l AbSp7
Che¥Y4 aAbsSp7
Che¥6 AbSp7
CheX¥7_ AbSp7

Che¥ Ec

Che¥Yl AbSp?
Che¥Yd AbSp7
Che¥6 AbSp7
Che¥7_Absp?

B

Pl 49 6@ 88 168 128 148

Sequence  MONPPTLERTLYIDDEPMLQMLVGLSLOKARGHSVHACL TGGOAVASAL EKAPQLIL LOVMLPDIDGTEVFAALRREPQLGAVPIVF LSGRCDQANQERF TRLGGCEVIGKPINPLSLPGOTEATHHNRHENPATHAPCEARSG
Prediction CCCCCCCCSSSSSCCCHAHHHAHRAHHCCCCCCSSSSSCCHHHHHHHRHCCCC S5 S5 CCCCCCCCHRHHHHHHACCCCCOCCCSSSSSCCCCHHHHHCCCCCCCSSSSCCCCHRHRRHRHRHHHCCCCaceecacecce

Canf ,Scare 0B009888590087993099909908 54668977 99078999999908 7649900908 16579303999909997 4887680789997 27637667523 356678573889988909990950085 388887 77785557899

Figura 17. Dominio y estructura secundaria de la proteina CheY-like de A. baldaniorum Sp245. A)
Prediccién de dominio de la secuencia de la proteina CheY-like en la plataforma SMART. B) Prediccion
de estructura secundaria de la secuencia de CheY-like en la plataforma I-TASSER.

2. Estructura terciaria

La secuencia de la proteina CheY-like se ingres6 en las plataformas |-Tasser y
Swiss Model se obtuvo la prediccidén de su estructura tridimensional.

Empleamos la plataforma Swiss Model utilizando como plantilla para generar el
modelo por homologia el cristal 5e3j de Acinetobacter baumannii (PDB DOlI:
10.2210/pdb5E3J), el dominio REC del regulador transcripcional de la proteina
RstA, observando la coincidencia del analisis previo de la estructura secundaria, es
decir, que el modelo conserva las cinco alfa hélices y las cinco beta-plegadas, asi
como la secuencia:a1B1a2pB20a3 BsaaPaasps;figural?.

En |-Tasser se obtiene el modelo, el cual muestra el plegamiento de las cinco alfas
hélices y de las cinco beta-plegadas que concuerda con el analisis previo de
estructura secundaria, asi como el modelo obtenido en Swiss Model.
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Sin embargo, al construir el empalme de ambos modelos (Fig.18) se observan
diferencias. Una de ellas la mas notable corresponda a la alfa hélice 5 de CheY-like
de A. baldaniorum ya que es mayor al modelo de proteina de Acinetobacter
baumannii (5e3j). Por lo cual seleccionamos el modelo de |-Tasser para analisis
posteriores, por los parametros obtenidos, los mismos que son mas cercanos a la
referencia.

Modelo1 |-Tasser

Modelo SwissModel n

Figura 18. Modelos tridimensionales de la proteina CheY-like. En azul claro el modelo 1
generado en |-Tasser teniendo valores de C-score: 0.19; TM-SCORE:0.74 +-0.11. En azul marino
el modelo de Swiss Model con valores de Q MEAN-2.13; % de identidad del 27.7 con la plantilla.

Para evaluar el modelo 1 obtenido de I-Tasser, con base en la geometria de los
aminoacidos que ocurren en la proteina, se realizé el grafico de Ramachandran en
la plataforma Molprobity, la cual utiliza como referencia los aminoacidos de
proteinas ya reportadas y que se encuentran en la plataforma PDB. En la figura 18
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se observa que el 85% de los aminoacidos se ubican dentro de los parametros
indicados por el programa bioinformatico, en donde se indica que la mayoria de los
residuos de aminoacidos se localizan de manera correcta en la region favorable.

180

Psi -

O 54 Gln

180

Figura 18. Grafica de Ramachandran obteniendo un 85% de indice
de Ramachandran. Obtenida de la plataforma Molprobity.

3. Analisis del modelo de CheY-like con la estructura de CheY de E. coli

De los reguladores de respuesta de dominio unico cuyo papel esta establecido de
manera experimental por técnicas bioquimicas y de biofisica, es la proteina CheY
de E. coli. Estudios que apoyan la funcién de modular la movilidad y quimiotaxis al
interaccionar con el flagelo en E. coli (Hazelbauer et al., 2008). La proteina se
cristalizd con el analogo del grupo fosfato BeF3, y ligado al péptido de 16
aminodacidos de la proteina FliM (Lee et al., 2001), cuyo codigo en el programa PDB
es 1f4v. En el empalme con la estructura 1f4v (Figura 19) se observd que los
aminoacidos que participan en la fosforilacion de la proteina CheY de E. coli se
encuentran altamente conservados en la proteina CheY-like, como se constat6 en
el alineamiento inicial descrito en la Fig.17. Sin embargo, no se localizaron en el
alineamiento los aminoacidos que participan en el cambio conformacional
estructural, que intervienen en la unién con el analogo del grupo fosfato, ni en la
interaccion con FliM de CheY E. coli (Figura 19).
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Asp57 Asp59
Asp12 Asp14
Asp13 Asp15
Tre87 Ser89
Asn59 Met61
Tyr106 Val108

Figura 19. Empalme de la estructura if4v y el modelo de CheY-like. Alineamiento de las secuencias de las
proteinas CheY E. coli ( Café claro)y CheY-like A. baldaniorum Sp245(Azul). Dentro la tabla en la columna color
rojo los aminoacidos que participan en la fosforilacion Aspartato (D) posicion 12, 13 y 59. Aminoacidos que
participan en la modificacion estructural de CheY E. coli treonina 87 (T) y tirosina 106(Y). La estructura
tridimensional visualizada y modificada en Chimera y Pymol. Alineamiento realizado en Clustal Omega.
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4. Analisis con otras estructuras de dominio REC

Tomando en consideracion los datos obtenidos a nivel estructurales en donde se
constatdé discrepancias entre los modelos a nivel de estructura tridimensional
obtenido de las proteinas CheY de E. coli y CheY-like de A. baldanioum
consideramos pertinente buscar en el programa PDB cristales de diversos dominios
REC, ya sea de proteinas con reguladores de respuesta de dominio unico, de
reguladores transcripcionales o de reguladores de respuesta con actividad
enzimatica como la diguanilato ciclasa WspR de P. aeruginosa (PDB numero de
acceso 3BRE, De et al., 2008), A. baumannii 5e3j (PDB DOI: 10.2210/pdb5E3J), E.
coli 1f4v (PDB DOI: 10.2210/pdb1F4V), con los cuales se realiz6 el empalme con
dichas estructuras (Fig. 20).

Se destaca en este analisis el plegamiento caracteristico de las cinco alfas hélices
y cinco beta- plegadas, aun con la falta de identidad significativa de la secuencia
peptidica, entre las diferentes estructuras primarias de las proteinas. De manera
notable se revel6 en el empalme la alfa hélice cinco de la proteina CheY-like de
acuerdo con la estructura tridimensional, que ésta es similar a la alfa hélice de la
proteina diguanilato ciclasa WspR de P. aeruginosa figura 20. En general el dominio
REC presento similitud a pesar de que éste esta en las proteinas asociado a otros
dominios, ademas de que las bacterias pertenecen a la familia de las gamma
proteobacterias y géneros diferentes.
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Acinetobacter baumanii (5e3J) Ident. 27.78%
210

E. coli (1f4v) Ident. 20% 2.22

Pseudomonas aeruginosa (Wspr) Ident 26%
2.40

Azospirillum baldanorium sp245

Figura 20. Empalme de multiples estructuras de dominio REC.
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DISCUSION

La mutagénesis sitio dirigida es una herramienta fundamental para la correlacion de
las funciones celulares con regiones especificas de DNA y verificacién de funciones
predichas por analisis bioinformatico (Wen et al., 2014). Se realizan mutantes sin
afectar el marco de lectura, sin la insercién disruptiva por un casete de resistencia.
Sin embargo, la deteccion de eventos de doble entrecruzamiento se considera
tardios y laboriosos debido a la falta de métodos eficaces de contra-seleccion, por
lo que el uso de un marcador contra-seleccionable, puede mejorar
significativamente esta metodologia (Sant'Anna et al., 2011). Debido a los datos
anteriores, se logré obtener un plasmido mutagénico que funciona para realizar la
mutante por deleciéon de una manera eficaz al poder utilizar diversos marcadores
tanto de seleccion como de contra-seleccion. En este trabajo s6lo se analizé la
seleccion negativa por crecimiento en sacarosa, ya que se obtienen merodiploides
facilmente por la seleccion de la resistencia a Tc. Cordero en el 2017 nos sugiere
que la presencia de Trad (regulador de la expresion de los genes tra), mejora la
transferencia por movilizaciéon del plasmido construido en este trabajo, en relacién
a vectores, que no lo contienen.

En este trabajo se identificaron de manera sorpresiva un total de 45 reguladores de
respuesta de dominio unico en A. baldaniorum Sp245 y 41 en A. brasilense Sp 7
(Tabla 4). Estos reguladores de respuesta de dominio unico (SD-RR) ocurren en los
tres dominios de la vida: bacterias, arqueas y eucariotas. Entre las bacterias, estan
presentes en los genomas secuenciados de todos los filos bacterianos
excepto Chlamydia, Fusobacteriay Tenericutes (Mollicutes) (Jenal & Galperin
2011). Como se ha descrito en otros géneros bacterianos, el numero de SD-RR se
correlacion6 con el tamafo del genoma, ya que el genoma de A. baldaniorum
contiene 7.86 Mpb por lo tanto, la regla de que a mayor tamafo, mayor numero total
de SD-RR codificados, se confirmo en nuestro estudio. Mientras que el genoma de
R. sphaeroides bacteria que pertenece también a la familia Rhodospirilaceae de
habitat acuatico, solo contiene un total de 14 SD-RR; de esos, 6 han sido
designados CheY’s basados en su nivel de similitud a CheY de E. coli, su
proximidad a otros /loci de quimiotaxis y definidos experimentalmente como
involucrados en movilidad y quimiotaxis (Porter et al., 2006). Curiosamente de
manera similar a Myxococcus xanthus, organismo cuyo estilo de vida es complejo
con funcion de agregacion y diferenciacion celular basada en la motilidad
superficial. Las células de M. xanthus carecen de flagelos estando equipadas con
dos motores distintos, ocho sistemas quimio detectores similares al canénico Che y
un numero récord de 42 SD-RR (Jenal & Galperin 2011) de manera similar a lo
encontrado en este estudio. Por otra parte, algunos patdégenos importantes,
como Shigella dysenteria'y Mycobacterium leprae, no codifican ningun SD-RR, a
pesar de la longitud de sus secuencias genomicas relativamente grandes (4.5 y 3.27
Mpb, respectivamente). Por lo que, se podria especular que ademas del tamario del
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genoma, también es importante considerar los estilos de vida de las bacterias y el
habitat en donde se desarrollan.

En vista de que la busqueda en el genoma de A. baldaniorum Sp245 mostré que
ocurren dos sistemas canonicos de quimiotaxis homaologos a los estudiados en A.
brasilense Sp 7 (Bible et al., 2012; Mukherjee et al., 2016, 2019) y de R. sphaeroides
(Porter et al., 2008), se realizé un arbol filogenético incluyendo las secuencias de
los genes descritos. Se localizaron los genes homdlogos que codifican para CheY
de Azospirillum Sp7, CheY3 y CheY4, de igual manera los caracterizados en R.
spheroides CheY1-CheY6, género del grupo que pertenece a hidrobacterias de la
familia de las Rhodospirilaceae, un clado de procariotas que se origind en ambientes
acuaticos, descrito como un genoma con bajo nivel de genes obtenidos por
mecanismos de transferencia horizontal (HGT) (Wisniewski-Dyé et al. 2011). Los
datos obtenidos indican las relaciones evolutivas entre los SD-RR encontrados Fig
13, que muestran un gran numero de ramas indicando la divergencia de la evolucion
de las secuencias. Las bacterias del género Azospirillum se asocian con la raiz de
las plantas terrestres, sin embargo, practicamente todos sus parientes cercanos son
acuaticos. La mayoria de los genes de mantenimiento de Azospirillum son ortélogos
en sus parientes acuaticos cercanos, mientras que la mitad de su genoma ha sido
obtenido de organismos terrestres. En contraste a los genomas de sus parientes
cercanos, A. baldaniorum Sp245 posee siete replicones. Replicones con diferentes
caracteristicas y que no son usuales en proteobacterias indicando un potencial para
la plasticidad del genoma (Wisniewski-Dyé et al. 2011), como se constaté en nuestro
estudio en lo que se refiere al gen que codifica a CheY-like.

Los genes ancestrales usualmente codifican funciones “house-keeping” y son
conservados a lo largo de distancias evolutivas. Bajo esta premisa se realiz6 un
segundo arbol incluyendo secuencias de CheY's de varias bacterias. Los datos
obtenidos nos mostraron que CheY-like se ubica en una rama diferente de los
CheY’s homodlogos de A.brasilense Sp7, E. coli y de R. sphaeroides (Fig.14)
implicados en quimiotaxis y movilidad (Wisniewski-Dye et al. 2011). Se localiza en
una rama que agrupa las otras cepas secuenciadas a partir de los aislados
obtenidos en Brasil y la India y que contienen la misma regién gendmica del “cluster”
de cinco genes y unicamente una secuencia correspondiente al genoma de
Azospirillum halopraeferens bacteria aislada de un pasto forrajero de Pakistan
(Reinhold et al., 1987). Por lo que, como se ha sugerido se considera un gen
adquirido por herencia horizontal, con funciones de adaptacion a la rizosfera, un
ambiente rico en aminoacidos, carbohidratos, iones inorganicos y metabolitos
secundarios exudados de las raices de las plantas (Wisniewski-Dyé et al. 2011).

Asi mismo, se identificaron tres secuencias que de acuerdo con el analisis realizado
en este trabajo se incluyen en SD-RR, secuencias proteicas que en la region C-
terminal poseen un motivo rico en aminoacidos de arginina (Figura 16), motivo
caracteristico de una nueva familia de proteinas CheYlike (denominadas CLE),
identificadas y caracterizadas en C. crescentus, las cuales modulan la actividad
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flagelar (Nesper et al, 2017). Esto en respuesta a la union del segundo mensajero
di-GMPc al C-terminal, en esta conformacion de unién al di-GMPc, les permiten a
las proteinas Cle interactuar con el motor de flagelo para modular la actividad
motora. Lo que les habilita adoptar una funciéon particular e interferir con la
quimiotaxis y promover el rapido anclaje a la superficie de las células méviles
(Figura 4). El sitio de unidn del di-GMPc de las proteinas CLE se localiz6 a 28
aminoacidos de su dominio receptor conservado. Esta secuencia contiene un
repetido en tandem (Y/F)XGPXR/K)R (Nesper et al, 2017). El arreglo en tandem de
los motivos de arginina conservados junto con la afinidad de union y estequiometria
determinada para CleD, sugiere que todas las proteinas Cle se unen al dimero de
di-GMPc y que los residuos conservados de arginina juegan un papel importante en
el proceso de la transicion del estado maovil al sedentario (Figura 4). Este analisis y
la presencia en el genoma de A. baldaniorum sugiere que esos homélogos de las
proteinas Cle, podrian eventualmente tener una funcién similar, lo que abre nuevas
vias de estudio en nuestro modelo de trabajo.

Como se describié en la introduccion las proteinas CheY muestran una versatilidad
funcional, que sugiere una adaptacion a los nichos ecoldgicos de las bacterias.
Funciones que requieren que CheY sea activado por fosforilaciéon, como se constata
en el alineamiento mostrado en la Fig. 17, en CheY-Like estan presentes los motivos
requeridos para esta modificacion. De manera interesante en el contexto gendémico
de la region de sefializacion se localizan colindantes dos genes que
presuntivamente codifican para dos cinasas histidinicas Figura 6, que
eventualmente realizarian esta funcion. Es interesante especular cual seria la
funcion de CheY-like~ P.

Por otro lado, en la identificacion de vias de senalizacidn que controlan la dispersion

de la biopelicula en Vibrio cholerae identificaron un componente de la motilidad.
CheY3, es uno de los cinco RR especificos de quimiotaxis. Notablemente, CheY3
es el unico gen cheY homologo requerido para quimiotaxis. La mutante de cheY3
muestra un maximo de formacién de biopelicula similar a la cepa silvestre, asi como
de biomasa, sin embargo, 21% de la biomasa permanece a las 16 hrs indicando un
defecto en la dispersion de la biopelicula. Posteriormente realizan un analisis
midiendo las frecuencias de giro y velocidades de nado de la cepa silvestre y
AcheY3 observando notables diferencias, la cepa silvestre, gira una vez cada 1
segundo, la mutante AcheY3 gira una vez cada 40 segundos, estos resultados
indican que una baja frecuencias de giro en la mutante es responsable del defecto
en la dispersién de la biopelicula. Se propone que, si las células no pueden cambiar
frecuentemente su direccion de motor, podrian quedar atrapadas por las mallas de
la matriz de la biopelicula que compromete su capacidad de escape (Andrew et al,
2020).

También se ha reportado otra funcién alterna a quimiotaxis e involucrada en la
formacion de biopelicula de la proteina CheY en Shewanella oneidensis, el caso del
regulador CheY3, el cual participa en el nucleo del sistema de quimiotaxis y que se
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une al rotor del flagelo para modificar la direccién de nado. A demas se ha descrito
que fosforilado también juega un papel esencial durante la biogénesis de la
biopelicula asociada a superficies sélidas. Ademas de manera interesante se
describe que la fosforilacion de CheY3 es independiente de CheA3 durante este
proceso. Se mostré que la CheY3 interactua con al menos 4 diguanilatos ciclasas
y con MxdA, el efector de di-GMPc, probablemente disparando la sintesis de
exopolisacaridos por la maquinaria de Mxd. Estos resultados respaldan la propuesta
de que la formacién de biopelicula involucrarian a reguladores CheY en otras
bacterias (Boyeldieu A. et al, 2020). Con los datos anteriores se sugiere que
multiples CheY s no solamente intervienen en promover los sesgos rotacionales del
motor flagelar y quimiotaxis, sino también para promover comportamientos que
dependen sobre la movilidad tales como “swarming”, adherencia a superficies, asi
como a cambios de estilos de vida, como la contribucion de CheY4 y CheY6 de A.
brasilense Sp7 que participan en la formacion de biopelicula, adherencia vy
colonizacién a las raices de trigo (Ganusova et al., 2021).

En el analisis estructural de la proteina CheY-like, se identifican aminoacidos
conservados D59, D14 Y D15 que se han descrito que participan en la fosforilacion
respecto a CheY de E. coli (Fig. 19). Este RR de quimiotaxis se considera un modelo
para el mecanismo de la activacion mediado por la cinasa. Estudios bioquimicos,
genéticos y estructurales sobre CheY indican que la fosforilacién induce a un cambio
estructural de una conformacion inactiva a activa. Cinco aminoacidos conservados
son importantes para fosforilacion y cambio conformacional subsecuentemente a la
fosforilacion. El residuo D57 se determiné como el sitio de fosforilacion, mientras
que D12 y D13 son requeridos para la unién del cofactor magnesio. En el caso de
T87 y K109 que en E. coli intervienen en eventos post-fosforilaciéon asi como las
posiciones T87 y Y106 sufren movimientos coordinados que permiten las uniones
H (Lee et al., 2001), estos ultimos aminoacidos no se encontraron conservados en
CheY-like de A. baldaniorum Sp245, en su lugar se identificaron los aminoacidos
S89, M81 y V108. figura 19.

Estudios realizados en R. sphaeroides, en los que se explord la contribucion de las
proteinas CheY’s que controlan la rotaciéon del motor flagelar. Con tal fin, se
realizaron mutaciones puntuales en los genes cheYs. Estas fueron en los residuos
de aminoacidos equivalentes a los de CheY de E. coli. Las mutaciones en el sitio de
fosforilacion D57A y D57N se construyeron con el fin de observar inhibicion de la
fosforilacion, mientras D13K, X95V y Y106W con el fin de activar la conformacion
de los CheY's.

Las cepas que contenian los alelos cheY3 (D10K), cheY4 (D10K), cheY6 (D10K) o
cheY6 (D10K) corresponden a fenocopias de sus correspondientes mutantes
AcheYs. Lo que indicod que, las mutaciones similares a D13K en E. coli causaron
que las proteinas CheY3, CheY4 y CheY6 no funcionen y que por lo tanto se
requiere la unién al cofactor Mg*? de forma estricta. Esto contrasta con E. coli, donde
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la mutante CheY (D13K) causa un fenotipo muy diferente (rotacion CW) a la mutante
por AcheY (rotacién en sentido CCW), (Porter et al., 2006).

El rol del residuo en la posicion 106W de los CheY 3, CheY4 y CheY6 V104W mostro
que, estas mutaciones no alteraron la quimiotaxis, la frecuencia de interrupcién o la
fosforilacion in vitro. Esto sugiere que a diferencia de CheY de E. coli, los CheY’s
de R. sphaeroides son tolerantes las sustituciones en la posicion 106 (Porter et al.,
20006).

Con estos resultados se demuestra que no todas las proteinas CheYs de los
modelos estudiados experimentan cambios conformacionales idénticos tras la
fosforilacion ya que las mutaciones que activan a CheY de E. coli no funcionan de
manera similar las CheY’s de R. sphaeroides.

De tal manera, que fue importante en este estudio lograr la mutacion por eliminacion
del gen AcheY-L (con la colaboracién de la QFB Ma. Luisa Xiqui), Figura 13. Lo que
en estudios posteriores a este permitira dilucidar la participacion del gen en la
formacion de biopelicula y movilidad.

Conclusiones

« Seidentificaron 41 genes cheY que codifican presuntivamente para proteinas
reguladores de respuesta de dominio unico REC en A. brasilense Sp7 y 45
en A. baldaniorum Sp245.

« La proteina que se investiga en este proyecto tiene conservado los
aminoacidos que participan en la fosforilacion.

» Se concluye que el gen cheY que codifica a la proteina CheY fue obtenida
por transferencia horizontal de genes.

* En A. baldaniorum Sp245 ocurren tres genes que presentan homologia con
proteinas CLE efectoras del di-GMPc
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Perspectivas

Es importante caracterizar a los RR de dominio unico en A. baldaniorum
Sp245, ya que estan presentes genes en el genoma que presuntivamente
codifican para estas proteinas, por lo tanto, resulta interesante analizar el
fenotipo de la mutacion A. baldaniorum Sp245 AcheY.

En el analisis comparativo entre la proteina CheY de E. coli y CheY-like A.
baldaniorum Sp245 se lograron identificar los aminoacidos que se han
descrito en CheY E. coli que participan en la fosforilacién, por lo tanto,
purificar la proteina CheY-like y realizar la reaccion de fosforilacion
determinaria el mecanismo de activacion de la proteina.

Los sistemas de senalizacibn son esenciales para las bacterias para
mantener su homeostasis y adaptarse a cambios del medio en el que se
encuentre, por lo que realizar ensayos de pull-down para determinar la
interaccion con la proteina FliM del flagelo polar y DgcE contribuiria a
comprender los mecanismos de regulacion en los que esta involucrada la
proteina CheY-like.

Recientes estudios han reportado una nueva clase de proteinas CLE en C.
crescentus, las cuales también poseen como dominio unico el REC, estas
proteinas se caracterizan por poseer una regidon rica en arginina en su
extremo carboxilo terminal, por lo tanto, caracterizar los genes encontrados
en el genoma de A. baldaniorum Sp245 que presuntivamente codifican a las
proteinas que contienen la region rica Rs como las proteinas CLE seria
interesante para comprender y continuar a estudiar su relacién con otras
bacterias.
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