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Resumen

El género Azospirillum pertenece a un grupo de bacterias Gram-negativas que
poseen la capacidad de fijar nitrogeno y utilizar amonio, nitratos, nitritos o
aminoacidos como fuentes de nitrégeno y carbono, son altamente moviles (debido
a que cuentan con un flagelo polar) y en condiciones ambientales desfavorables
pueden adoptar una forma quistica la cual estara cubierta por una capa de
polisacaridos.

Los Azospirilla se encuentran intimamente ligados a la rizésfera, promoviendo el
desarrollo vegetal, por tal razon es denominada como una rizobacteria promotora
del crecimiento vegetal o PGPR (del inglés Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria). Esta accion benéfica puede ser originada por distintos
mecanismos entre los que se encuentran la eliminacién de organismos patdgenos
presentes en las raices de las plantas, la fijacion de nitrdgeno atmosférico,
solubilizacion de fosforo y otros minerales o por la produccion de fitohormonas.

Para establecer una asociacion bacteria-planta exitosa, el microorganismo
desarrolla biopeliculas, cuya formacion es regulada por el di-GMPc. Esta
molécula, la cual es denominada como un segundo mensajero, participa en una
amplia variedad de procesos celulares, mediante regulacién a nivel transcripcional,
traduccional y postraduccional.

Para la sintesis del di-GMPc es necesaria la presencia de dos moléculas de GTP;
esta reaccion es mediada por proteinas con dominios GGDEF, denominados por
su secuencia altamente conservada de aminoacidos, GG(D/E)E, los cuales
poseen actividad diguanilato ciclasa (DGC); mientras que la degradacién del di-
GMPc es llevada a cabo por proteinas con dominios EAL o HD-GYP con actividad
fosfodiesterasa (PDE).

Empleando analisis bioinformatico se conocié la secuencia genonima codificante
para la proteina diguanilato ciclasa C (DgcC), se realiz6 la mutacion del gen dgcC
mediante la insercion de un casete de resistencia a estreptomicina (Sm); la cepa
mutante obtenida se denominé A. brasilense 102-C. Al analizar los fenotipos de la
cepa 102-C, ésta poseia un retraso en el crecimiento, ademas una disminucion en
la formacion de biopelicula asi como también un decremento en la movilidad con
respecto a la cepa A. brasilense Sp245. Para corroborar que la DgcC se encuentra
involucrada en estos fenotipos, se procedid a realizar una complementacion
geénica en trans. Al analizar la cepa complementada resultante, A. brasilense AK19
(pdgcC), ésta no presentd una diferencia estadisticamente significativa en cuanto
a formacion de biopelicula y produccién de EPS con respecto a la cepa mutante A.
brasilense 102-C; pudiendo concluir que no existe una complementacion ya que
no se restaurod el fenotipo de la cepa silvestre.

Por otra parte, evaluamos la formacién de pelicula. Esta es una estructura que se
encuentra presente en la interfase agua-aire y se ha demostrado, en el caso de
Pseudomonas aeruginosa, que presenta una composicion distinta a aquella
observada en la biopelicula. Por otra parte, se ha descrito en Azospirillum
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brasilense, que las bacterias presentes en esta estructura poseen la capacidad de
fijar nitrégeno.

Con los datos obtenidos en este trabajo sugerimos que el gen dgcC se encuentra
involucrado en la formacién de pelicula. Por otra parte, es posible que la insercion
del casete de Sm pudo originar una mutacion polar, afectando al gen rio abajo a
dgcC, probable responsable de la falta de complementacién. Estudios futuros
responderan a esta pregunta.



2. Introduccion
2.1. Rizésfera

El término rizosfera fue acufado en 1904 por el fisidlogo vegetal Lorenz Hiltner.
Esta definicion, proveniente del vocablo griego “rhiza”, que significa raiz, abarca
tanto a las raices de las plantas, como al suelo que las rodea (Nihorimbere et al.,
2011; McNear, 2013). La rizésfera es un ambiente muy dinamico, debido a que
sus condiciones se encuentran altamente influenciadas por la secrecion de
exudados radiculares provenientes de las plantas, acumulacién de minerales,
temperatura, oxigeno, pH, disponibilidad de agua y la presencia de una amplia
variedad de organismos (Lynch et al., 2012).

En la década pasada, el término rizosfera fue objeto de modificaciones, dividiendo
a ésta en tres zonas de acuerdo con la proximidad y el grado de influencia que
poseen las raices sobre ellas. El nuevo término agrupa a la endorizosfera, el
rizoplano y la ectorizosfera; estas zonas se ejemplifican en la Figura 1.

La endorizésfera es la seccion interna de la rizésfera o en otras palabras, el cortex
y endodermis vegetal; en esta zona suelen encontrarse microorganismos endofitos
qgue habitan el espacio apoplastico. Por otra parte, el rizoplano, o seccion media
de la rizésfera, es el area que incluye la parte externa de las raices asi como el
suelo que se encuentra adherido a ellas. Finalmente, la ectorizésfera o seccion
distal de la rizosfera, es aquella que se encuentra en la periferia del rizoplano
(McNear, 2013; Mwaijita et al., 2013; Hunter et al., 2014).

o Root
hair

Vascular
Tissue

Fig. 1. Divisidon de la rizésfera. Representacion de un corte transversal de la rizésfera, en
donde se observan las tres zonas constituyentes de ésta: endorizosfera, rizoplano vy
ectorizosfera. Tomado de McNear (2013).
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En la rizésfera se ha demostrado la interaccion de distintos grupos de organismos,
entre los que destacan bacterias, hongos, nematodos, protozoarios, algas y
microartropodos (Raaijmakers et al., 2009). La presencia y subsistencia de estos
microorganismos se encuentra influenciada por los exudados radiculares, los
cuales son compuestos de bajo y alto peso molecular como azucares,
aminoacidos, acidos organicos, compuestos fendlicos, metabolitos secundarios,
etcétera. La composicion de estos exudados radiculares se encuentra regulada
por el tipo, edad y estado nutricional de la planta, condiciones ambientales
(temperatura, pH, disponibilidad de agua) y por la misma presencia y variedad de
microorganismos en la rizosfera (Nannipieri et al., 2007; McNear, 2013).

Debido a que la presencia de organismos en la rizosfera puede alterar el
desarrollo y la composicion de los exudados radiculares de las plantas (Cavaglieri
et al., 2009), asi como de una manera similar los exudados secretados por las
plantas pueden modificar la poblacion bacteriana presente en la rizésfera, es
importante hacer énfasis en la manera en que esta interaccién bacteria-planta
ocurre, asi como también los efectos benéficos o malignos que pudiesen tener
estos microorganismos sobre las plantas.

2.1.1. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR)

La rizésfera, al ser una zona rica en nutrientes necesarios para el desarrollo y
subsistencia de distintos microorganismos aportados principalmente por la
secrecion de exudados radiculares por parte de las plantas, es un ambiente
altamente competitivo (Matilla et al., 2007).

La composicion de estos exudados radiculares puede variar dependiendo las
condiciones fisiologicas de la planta. Entre las funciones descritas realizadas por
los exudados no solo se encuentra el proporcionar una fuente de carbono,
nitrdgeno o nutrientes necesarios para el desarrollo microbiano, también se ha
demostrado que estos alteran las condiciones de la rizésfera para impedir la
propagacion de microorganismos patdégenos, inducir una respuesta inmune en
plantas adyacentes, la eliminacion de otras plantas que compiten por los
nutrientes del suelo, o propiciar la migracién bacteriana, o quimiotaxis, hacia las
raices de las plantas, etcétera (Dakora et al., 2012; Bais et al., 20006).

Algunos componentes descritos en ciertos exudados radiculares de distintas
especies vegetales se describen en la tabla 1.

Uno de los efectos positivos que presentan los exudados radiculares es la
quimiotaxis bacteriana hacia las raices de las plantas. Entre los compuestos
presentes en los exudados se encuentran moléculas que funcionan como sefales
para ciertos géneros o especies bacterianas. Una vez que la molécula senal es
secretada al medio, ésta puede difundirse y ser captada por un organismo
procarionte, el cual presenta afinidad hacia esa molécula y favorezca su migracion
hacia la raiz de la planta. Se ha demostrado que la secrecion de flavonoides
llevada a cabo por las raices de la soya, propicia la atraccién de Bradyrhizobium
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Japonicum, un microorganismo mutualista, asi como también de Phytophora sojae,
un organismo patégeno causante de una enfermedad denominada como

‘podredumbre” (Bais et al., 2006).

Aminoacidos | Acidos organicos | Azucares | Vitaminas | Nucleésidos | Enzimas
Asparagina Acético Glucosa Biotina Adenina Amilasa
Aspartato Citrico Fructosa Niacina Guanina Proteasa
Cisteina Malico Galactosa | Tiamina Uridina Fosfatasa
Glutamato Foérmico Maltosa Riboflavina | Citidina acida
Glicina Piravico Ribosa Fosfatasa
Leucina Succinico Arabinosa alcalina
Isoleucina Acético Xilosa

Ornitina Oxalico Ramnosa

Homoserina Butirico

Fenilalanina

Tripféfano

Valina

Tabla 1. Identificacion de compuestos en exudados radiculares. Encontrados en diferentes

especies vegetales. Modificado de Dakora et al. (2002).

El término Rizobacteria Promotora del Crecimiento Vegetal fue introducido en
primera ocasion en 1978 por Kloepper y Schroth para describir aquellas bacterias
que tras ser inoculadas a semillas, podian colonizar exitosamente las raices,
favoreciendo el crecimiento de las plantas (Kloepper et al., 1991, McNear 2013).

Las PGPR propician el crecimiento de distintas especies vegetales de manera
directa o indirecta. EI mecanismo indirecto se refiere a la eliminaciéon de
microorganismos patdgenos o productores de enfermedades vegetales. Por el
contrario, entre los mecanismos directos para la promocion del crecimiento vegetal
se encuentran la solubilizacion de nutrientes como el fésforo, fijacion de nitrogeno,
produccion de fitohormonas, disminucion del efecto toxico causado por la
presencia de metales pesados en el medio, etcétera (Whipps, 2001, Gottel et al.,
2011). Estos mecanismos se esquematizan en la Fig. 2.

La relacion bacteria-planta debe ser estrecha y prolongada para la interaccion
mutualista, una vez que el microorganismo realiza el primer contacto con la raiz, y
si las condiciones favorecen el desarrollo de éste, la bacteria tiende a anclarse a la
raiz para posteriormente formar una estructura denominada biopelicula, la cual le
brinda proteccion y asegura la interaccion exitosa y benéfica para la planta
(O’'Toole et al., 2000; Ramye et al., 2004).

Entre los ejemplos de PGPR se encuentran especies de los géneros
Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes,
Arthrobacter, Burkholderia, Bacillus, Serratia, Rhizobium 'y Bradirhizobium
(Saharan et al., 2011).
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Cada género presenta determinados mecanismos de accion benéfica. En el caso
especifico de Bacillus subtilis 6051, éste posee la capacidad de colonizar las
raices de Arabidosis thaliana, protegiéndola contra la bacteria patogena
Pseudomonas syringae pv. tomato. A su vez, Rhizobium y B. japonicum forman
nodulos, lo cual favorece la accion de sus nitrogenasas, enzimas encargadas de la
fijacion de nitrégeno (Lugtenberg et al., 2009).

Por otra parte, Azospirillum brasilense, un microorganismo capaz de fijar
nitrogeno, promueve el crecimiento de las plantas principalmente por su habilidad
de producir una fitohormona, el acido indol-3-acético, la cual modifica la
arquitectura de las raices, favoreciendo el incremento y densidad de raices
laterales y pelos radiculares, lo que propicia la captacion de nutrientes y agua,
conllevando a un incremento considerable en la masa vegetal y produccién de
granos (Danhorn & Fuqua, 2007; Bashan & de-Bashan, 2010).

Tolerancia a Estrés

I Fisiologia/Metabolismo I

Respuesta Inmune

I Crecimiento/Desarrolio ]

I Adgquisicion de Nutrientes I

’ Proteccion contra Patdgenos

Benéficos

Patégenos
Vegetales

Enfermedad Vegetal

I Contaminacion Alimentaria |

Fig. 2. Esquema de las funciones e impacto de los microorganismos en sus huéspedes.
Adaptado de Mendes et al., 2013.

Por tal razén, estudiar a las especies bacterianas que se encuentran en asociacién
con las plantas es relevante, debido a que estos microorganismos desempefian
actividades benéficas para las plantas, favoreciendo el desarrollo de éstas,
ademas de ser una alternativa hacia la consolidacion de la agricultura sostenible.
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2.1.2. Azospirillum brasilense

La primera descripcion de bacterias del género Azospirillum fueron realizadas por
Beijerinck en 1925; sin embargo, fue hasta 1973 que Pefa-Cabriales y DObereiner
analizaron y reclasificaron a la bacteria por su asociacion y potencial de favorecer
el crecimiento de las plantas (Citado en Baldani et al.,1987).

El género Azospirillum agrupa a rizobacterias Gram negativas de vida libre. Los
microorganismos pertenecientes a este género poseen un metabolismo versatil,
pudiendo asimilar distintas fuentes de carbono y nitrogeno (Steenhoudt &
Vanderleyden, 2000).

A. brasilense, una de las especies mas ampliamente estudiadas del género
Azospirillum, es una alfa-proteobacteria movil, capaz de reducir el nitrégeno
atmosférico diazoétrofo, por lo cual su metabolismo oxidativo es 6ptimo bajo
condiciones microaerofilicas, con la capacidad de colonizar raices de distintos
cereales y otras plantas de interés agrondmico (Bible et al., 2008; Bible et al.,
2012).

Esta bacteria cuenta con un flagelo polar, el cual propicia el desplazamiento de la
bacteria en medio liquido; por otra parte, el microorganismo posee la capacidad de
producir flagelos laterales, los cuales permiten el movimiento de Azospirillum en
superficies solidas (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000). En condiciones de alta
aireacion, A. brasilense tiende a formar agregados celulares, los cuales presentan
una unién muy estable. Estas estructuras estan formadas por la union célula-
célula, las cuales se encuentran embebidas en una matriz de EPS, formada
principalmente por arabinosa (Edwards et al., 2011). Cuando la bacteria se
encuentra en ambientes desfavorables para su desarrollo, como desecacion o
ausencia de nutrientes, sufre cambios morfologicos, entre los que destacan una
transicion de su forma vibroide a una ovalada, denominada quiste. Esta se
encuentra recubierta por EPS y presenta una acumulacién citoplasmatica de
granulos de PHB (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000).

Bajo ciertas condiciones ambientales, Azospirillum puede influenciar de manera
positiva el desarrollo y crecimiento de distintas especies vegetales; este fendmeno
ha sido atribuido a diferentes mecanismos, entre los que destacan la fijacion de
nitrogeno y produccion de fitohormonas (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000),
entre las que destacan el acido indol-3-acético, giberelinas, acido abscisico y
citocininas (Reis et al., 2011). Ha sido documentada ampliamente en A. brasilense
la sintesis de acido indol-3-acético a partir de triptéfano (Jijon-Moreno et al. 2015).

Para que Azospirillum realice su efecto positivo sobre las plantas, en primera
instancia debe movilizarse hacia las raices de éstas. La bacteria detecta en el
ambiente distintos compuestos presentes en los exudados radiculares hacia los
cuales presenta quimiotaxis positiva. Una vez que Azospirillum se moviliza a las
raices, el microorganismo coloniza la planta en dos etapas: la primera de ellas es
mediada por el flagelo, pudiendo ser una union débil y reversible en caso de que
las condiciones ambientales no sean iddéneas para el desarrollo bacteriano;
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mientras que la segunda etapa ocurre tras 16-18 horas del primer contacto,
produciendo una unién mas fuerte e irreversible mediada por el flagelo, adhesinas
y EPS (Reis et al., 2011).

2.2. Senalizacion en bacterias

Debido a la alta competencia que existe en la rizosfera, resulta vital que los
microorganismos respondan de manera rapida y eficiente a los cambios fisicos y
quimicos que ocurren en este ambiente; por lo cual es indispensable el monitoreo
constante de parametros ambientales e intracelulares para su adaptacion y
supervivencia (Pesavento ef al., 2010).

Los mecanismos mediante los cuales la bacteria percibe y responde a las
condiciones ambientales e intracelulares son amplios y complejos. Estos
mecanismos tienden a incluir acciones coordinadas y consecutivas, entre las que
destacan la captacion y transmision de la sefial o primer mensajero, la
transduccion de la sefial de manera intracelular, la amplificacion de dicha sefial y
finalmente la respuesta a esta sefal (Ramirez-Mata et al., 2014).

La deteccidn de sefiales ambientales, o el primer mensajero, es llevada a cabo por
receptores presentes en la superficie celular. Una vez que ocurre la union
senal/receptor, éste modifica su conformacién, lo que conlleva a una activacion de
proteinas adyacentes a ésta para finalmente propiciar produccion de los segundos
mensajeros. Estos son moléculas pequefas las cuales tienen la capacidad de
interaccionar con otras proteinas blanco o efectoras, las que a su vez modifican el
metabolismo celular en respuesta al primer mensajero (Newton et al., 2016).

A la actualidad, se ha descrito una plétora de nucleétidos que participan en la
transmision de sefales y, por consiguiente, la regulacion de diversos procesos
fisiologicos bacterianos. Entre ellos se encuentra el acido di-(3’-5’)-guanosin
monofosfato o di-GMPc (Newton et al., 2016; Jenal, 2013).

2.1.2. Acido di-(3’-5’)-guanosin monofosfato (di-GMPc)

En 1987 el di-GMPc fue reportado como un activador alostérico de la celulosa
sintasa en Gluconacetobacter xylinus por Moshe Benziman y colaboradores. Tras
varios fracasos en la produccién de celulosa in vitro, decidieron afiadir GTP a la
reaccion, obteniendo resultados similares a aquellos observados in vivo. Por tal
razon llegaron a la conclusion de que el GTP era un sustrato para enzimas
diguanilato ciclasa (DGC) las cuales eran las encargadas de producir el di-GMPc,
molécula que interaccionaba con la celulosa sintasa (Camilli et al., 2006;
Pesavento et al., 2010; Krasteva et al., 2012; Waters, 2012; Hengge et al., 2016)

Este segundo mensajero es sintetizado a partir de dos moléculas de GTP por la
accion de enzimas DGC, las cuales poseen un dominio GGDEF. Por el contrario,
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su degradacion es efectuada por fosfodiesterasas (PDEs) que cuentan con un
dominio EAL, convirtiendo al di-GMPc en una molécula lineal, pGpG. Se ha
descrito la actividad de un tipo distinto de PDE, las cuales presentan un dominio
HD-GYP el cual hidroliza a éste segundo mensajero, en primera instancia en
pGpG, para posteriormente producir dos moléculas de GMP (Shanahan et al.,
2012).

En afos recientes, el di-GMPc ha cobrado gran importancia debido a los multiples
procesos celulares en los que interviene, ademas de los crecientes reportes y
descripciones de DGC y PDE presentes en diversos genomas bacterianos (Fig. 3).
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Fig 3. Sintesis, degradaciéon y fenotipos regulados por el di-GMPc. El di-GMPc es
producido por enzimas con actividad DCG, las cuales poseen un motivo conservado GGDEF, a
partir de dos moléculas de GTP. Por el contrario, su degradacion es efectuada por PDEs las
cuales pueden presentar un motivo EAL degradando al segundo mensajero en molécula lineal
de pGpG o un motivo HD-GYP, dando como resultado la formacién de dos moléculas de GMP.
El di-GMP se encuentra involucrado en el cambio de estado de vida bacteriano (moévil-
biopelicula), la virulencia, ciclo celular, respuesta a distintos tipos de estrés y otros. Tomado de
Waters (2012).

2.2.2. Diguanilatos ciclasa y fosfodiesterasas

Estas proteinas con dominios GGDEF, EAL o HD-GYP, se encuentran presentes
en genomas bacterianos y ausentes en eucariotes y arqueas, por lo cual se
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sugiere que el di-GMPc es un mensajero universal de bacterias (Camilli et al.,
2006; Shanahan et al., 2012).

Cada genoma bacteriano puede codificar para un amplio o reducido numero de
DGCs y PDEs, el cual sera dependiente del ambiente que habite la bacteria y las
actividades realizadas por el microorganismo (Cooley et al., 2016).

Por ejemplo, V. cholerae presenta en su genoma 31 proteinas con actividad DGC,
21 proteinas PDE (12 con motivo EAL y 9 restantes con motivo HD-GYP) y 10
proteinas hibridas, como se muestra en la Fig. 4 (Waters, 2012; Conner et al.,
2017).

En cuanto a estructura, las DGC poseen un dominio conservado, conocido como
GGDEF, los cuales cuentan con alrededor de 170 aminoacidos y son
denominados asi debido a sus aminoacidos (Gly-Gly-Asp/Glu-Glu-Phe) altamente
conservados, en el sitio activo de la proteina o sitio A. Los primeros dos
aminoacidos (Gly) del motivo GGDEF son los encargados de unir al GTP; el tercer
aminoacido (Asp/Glu) es indispensable para la catalisis, mientras que el cuarto
aminoacido (Glu) esta involucrado en la coordinacion de los iones metalicos
necesarios para la catalisis. Algunas DGC poseen un motivo GGEEF, el cual se ha
demostrado ser funcional (Povolotsky et al., 2012; Romling et al., 2013).

La mayoria de las DGC pueden ser inhibidas alostéricamente mediante la unién
del di-GMPc a un sitio denominado como inhibitorio o sitio |, el cual posee una
secuencia conservada RXXD y se encuentra aproximadamente 5 aminoacidos rio
arriba al sitio activo (Pesavento et al., 2010).

Para ser cataliticamente activas, las DGC deben actuar en forma dimérica. Se han
descrito dos mecanismos que pueden afectar la dimerizacidén y por consiguiente,
la catalisis de las DGCs. El primero de ellos estda sujeto a modificaciones
conformacionales de la proteina debido a cambios en los dominios accesorios o
sensores presentes en la misma. Se ha descrito que en las proteinas WspR y
PleD que la fosforilacién es fundamental para la activacién de estas DGCs. En el
caso de PleD, DGC necesaria para la diferenciacion celular de Caulobacter
crescentus, fue demostrado mediante cristalografia, que la proteina actua en
forma de dimero catalizando la formaciéon de di-GMPc a partir de dos moléculas de
GTP; ademas, que es necesaria la fosforilacion de PleD para adoptar su forma
dimérica (Aldridge et al., 2003; Camilli et al., 2006).

El segundo mecanismo refiere a una inhibicién por retroalimentacion llevada a
cabo por la union del di-GMPc al sitio RXXD o inhibitorio (Pesavento et al., 2010;
Romling et al., 2013).
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Fig.4. Regulacion efectuada por el di-GMPc

El microorganismo patdgeno V. cholerae contiene en su genoma 62 proteinas
involucradas en el metabolismo del di-GMPc. De éstas, 31 corresponden a DGCs, 21 a
proteinas con actividad PDE (12 con dominio EAL y 9 con dominio HD-GYP), mientras
que las 10 restantes son proteinas hibridas. Se ha descrito que estas proteinas
(DGC/PDE) poseen dominios de sefalizacion en su estructura, los cuales presentan la
capacidad de monitorear el medio en el que se desarrolla el microorganismo y con base
en estas condiciones, producir una respuesta, activando o inactivando a las enzimas
anteriormente descritas. El di-GMPc producido puede interaccionar con distintos
efectores o blancos, actuando a nivel transcripcional, traduccional o post-traduccional,
para finalmente regular algunos procesos celulares como la movilidad, formacién de
biopelicula o virulencia bacteriana. Tomado de Conner et al., 2017

Por otro lado, las fosfodiesterasas (PDE) pueden ser clasificadas en dos, aquellas
que poseen un dominio EAL o HD-GYP. Las primeras poseen alrededor de 250
aminoacidos y un motlvo conservado EAL (Glu-Ala-Leu) y degradan al di-GMPc en
pGpG. Necesitan de Mg o Mn?* para ser cataliticamente activas, mientras que su
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actividad es inhibida por Ca?* 0 Zn?*. La dimerizacion de las proteinas con domino
EAL no parece ser necesaria para la degradacion del di-GMPc, por lo que pueden
actuar en forma monomeérica, dimérica u oligomérica. Por otro lado, las PDE con
motivo HD-GYP degrada al di-GMPc en dos moléculas de GMP (Pesavento et al.,
2010; Ahmad et al., 2017), (Figura 3).

En afnos recientes, se ha demostrado que distintas condiciones ambientales como
la concentracion de oxigeno, oxido nitrico, presencia de aminoacidos, electrones,
fotones u otros mas, pueden estar involucrados en la regulacion de estas enzimas
(Camilli et al., 2006).

Varios investigadores (revisado en Romling et al., 2013,1a) han demostrado que
las DGC o PDE pueden contener dominios accesorios o0 dominios sensores en su
extremo N-terminal, los cuales generalmente se encuentran integrados en la
membrana citoplasmatica y contienen regiones transmembrana orientados hacia
el periplasma y, como su nombre lo indica, estan encargados de detectar las
condiciones fisicas o quimicas en las que se encuentra el microorganismo,
transmitiendo la informacion del exterior celular hasta el citoplasma, regulando la
actividad de las enzimas anteriormente mencionadas. Han sido descritos algunos
dominios con capacidad de sefalizacion, entre ellos se encuentran los dominios
HAMP, PAS, GAF, CHASE, MASE, BLUF, LOV y otros (Camilli et al., 2006;
Hengge et al., 2016).

Es frecuente la combinacion de motivos GGDEF y EAL en una misma proteina, las
cuales son denominadas hibridas. Existen distintos reportes demostrando que las
proteinas presentan tres mecanismos de accion: algunos investigadores refieren
que soélo uno de estos dominios presenta actividad; otras investigaciones han
reportado que uno de estos dominios se encuentra degenerado y por
consiguiente, carente de actividad enzimatica, sin embargo, es capaz de
interaccionar con el di-GMPc o GTP regulando la concentracion intracelular del di-
GMPc. Un ejemplo, es una proteina hibrida de C. crescentus, la cual cuenta con
un motivo GGDEF cataliticamente inactivo, pero conserva la capacidad de unir
GTP y desempefar una regulacion alostérica sobre el dominio PDE que es
encuentra rio abajo de éste. Otros investigadores han demostrado que ambos
dominios son cataliticamente funcionales y que la actividad efectuada depende de
las condiciones presentes en el medio en el que se desarrolla la bacteria
(Pesavento et al., 2010; Jenal et al., 2013).

La importancia de las DGC o PDE asi como de su actividad, se resume en los
siguientes ejemplos. La bacteria V. cholerae necesita niveles intracelulares bajos
de di-GMPc para la activacion de genes involucrados en la sintesis de toxinas y la
represion de genes encargados en la produccidn de biopelicula; mientras que bajo
condiciones de vida libre requiere la represion de la movilidad y produccién de
biopelicula, ilustrado en la Fig. 5 (Conner et al., 2017). Otro ejemplo similar es el
de Salmonella enterica serovar Typhimurium, donde niveles bajos de di-GMPc son
necesarios para la expresion de genes de virulencia necesarios para permitir el
desarrollo del patégeno en las células del huésped (Camilli et al., 2006; Conner et
al., 2017). Por otra parte, P. aeruginosa presenta una hiper-produccion de
biopelicula (lo que supone una alta concentracion intracelular del di-GMPc), la
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infeccion causada por este microorganismo es persistente y resistente a los
antibidticos (Waters, 2012).

2.2.3. Efectores del di-GMPc

Se han realizado diversos estudios debido a lo relevante de las funciones
celulares en las que se encuentra implicado el di-GMPc, particularmente en los
estudios realizados en bacterias patdgenas para el hombre, animales y plantas. Lo
que apunta a la participacion de una gran variedad de efectores o moléculas
blanco con las que el di-GMPc puede interaccionar, para asegurar las respuestas
fisiologicas de la bacteria (Cooley et al., 2016).

Uno de los efectores son las proteinas con dominio PilZ (Waters, 2012). En 2010,
Paul et al (2010) analizaron la proteina YcgR presente en E. coli y Salmonella,
posee la capacidad de formar un complejo con el di-GMPc mediante su dominio
PilZ. Mediante distintos experimentos demostraron que el complejo YcgR/di-GMPc
funciona deteniendo el motor del flagelo, especificamente al unirse a la proteina
FliG, el complejo MotA/MotB/FligG-di-GMPc inhibe la rotacion del flagelo o
modifica su velocidad (Mc Carter & Gomelsky, 2015).

Por otra parte, el di-GMPc posee la capacidad de interaccionar con factores
transcripcionales. Uno de los mas estudiados es FleQ, un regulador transcripcional
presente en P. aeruginosa. El complejo FleQ/di-GMPc activa la expresion de
genes relacionados con la formacion de biopelicula mientras que reprime la
expresion de los genes flagelares (Hengge et al., 2016). En V. cholerae, VspT y
VspR son dos reguladores transcripcionales activaos por el di-GMPc, intervienen
en la activacion de la sintesis de los EPS, los mismos que participan en la
formacion de la biopelicula (Conner et al., 2017). El di-GMPc también puede
regular la expresidn génica mediante su interaccion con riboswitches. Estos son
secuencias no codificantes de ARN, las cuales adquieren distintas estructuras
terciarias que se unen a secuencias codificantes alterando su expresion. Ejemplos
de estos son presentados en la Fig. 5 (Waters, 2012; Conner et al., 2017).

El di-GMPc también puede presentar afinidad hacia DGC o PDE degeneradas y
carentes de actividad. En estos casos, el di-GMPc se une al sitio inhibitorio de la
proteina o al motivo GGDEF degenerado, modificando su estructura y
favoreciendo la interaccién del complejo con otras moléculas. Algunos ejemplos
son CdgG de V. cholerae o PopA de C. crescentus. En el caso de PopA, la cual se
encuentra involucrada en el ciclo celular, la union de ésta con el di-GMPc,
favorece la progresion del ciclo (Shanahan et al., 2012; Ozaki et al., 2014)

El di-GMPc puede efectuar su accion de dos maneras posibles: en la primera, los
niveles celulares del segundo mensajero se modifican en el citoplasma,
interactuando con distintas proteinas involucradas en una amplia variedad de
procesos celulares; mientras que en el segundo mecanismo, en el que refiere la
presencia de microdominios o compartamentalizacion del di-GMPc, la
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concentracion de la molécula varia en sitios localizados para modular la actividad
de proteinas ancladas a la membrana o cercanas a ésta (Camilli et al., 2006).
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Fig 5. Modelo de sefializacion del di-GMPc en V. cholerae

a) Se ha descrito un grupo de proteinas DGC y PDE involucradas en el movimiento flagelar de V. cholerae.
Sintetizado el di-GMPc, éste se une a proteinas con dominio PilZ, para formar un complejo que interacciona
con el rotor flagelar, alterando las rotaciones del mismo. Por ofra parte, este segundo mensajero puede inhibir
la transcripcion de los genes flagelares mediante su interacciéon con el regulador transcripcional FIrA. b) La
unién del di-GMPc con la ATPasa MshE, promueve la polimerizacién de las subunidades MshA, necesarias
para la formacion del pili MshA, el cual es necesario para la adhesion de la bacteria a superficies. c) Diversas
proteinas DGC y PDE involucradas en la producciéon de biopelicula. El di-GMPc producto de la accién de
estas enzimas, interacciona con los factores transcripcionales VpsR y VpsT. VpsR activa de manera directa la
transcripcion de genes relacionados con la formaciéon de la matriz (EPS y proteinas estructurales) de la
biopelicula; mientras que la ausencia de VpsT disminuye la transcripcion de los genes anteriormente
mencionados. d) Los riboswitches también se han clasificado como efectores del di-GMPc. En V. cholerae, los
riboswitches Vc1 y Vc2 se encuentran involucrados en la adhesion y produccion del sistema de secrecion tipo
Vl.e) La virulencia también es un proceso regulado por este segundo mensajero. La fosforilacién de la PDE
VieA es llevada a cabo por la cinasa histidinica (VieS) lo que conlleva a una disminucion intracelular del di-
GMPc y por consiguiente, en la reduccion del regulador de virulencia ToxT, el cual es el encargado de
transcribir los genes para la produccidon de la toxina colérica. f) Finalmente, se ha demostrado que la
activacion de distintas DGC y PDE son importantes para propiciar la diseminacion de la bacteria. Al realizar
una delecion triple (VC1593, VC2697, VC2370) disminuyeron la supervivencia bacteriana en heces y agua
estancada. Tomado de Conner et al., 2017.

2.2.4. Biopelicula

Uno de los fenotipos relacionado al di-GMPc mas ampliamente estudiado es la
transicion del estado movil al sedentario. De manera general, el segundo
mensajero reprime la expresion de genes que sintetizan el flagelo, o la funcion de
este organelo (Fig. 5); mientras que favorece la expresion adhesinas o
componentes que conforman la matriz extracelular de las biopeliculas (Hengge et
al., 2016).

Las biopeliculas constituyen comunidades de microorganismos asociados, los
cuales estan embebidos en una matriz altamente hidratada compuesta por una
mezcla de macromoléculas (Whitchurch et al., 2002; Vlamakis et al., 2013). La
matriz contiene agua en un 97%, las bacterias representan entre 2-5%, mientras
que las sustancias poliméricas extracelulares (SPE) y iones ocupan el 3-6%. Las
SPE corresponden entre el 50-90% de la materia organica presente en la
biopelicula, y esta compuesta principalmente por EPS, proteinas, ADNe y ARN.
La matriz lleva a cabo diversas funciones que van desde proteger a la comunidad
bacteriana contra la desecacion, antibidticos, radiacion ultravioleta, cationes
metalicos o la adhesion a superficies e inclusive servir como fuente de nutrientes
cuando la disponibilidad de estos se encuentra reducida en el ambiente (Vilain et
al., 2009; Flemming & Wingender, 2010 Martinez & Vadyvaloo, 2014).

Ademas de estos componentes, en la matriz de la biopelicula también se pueden
encontrar enzimas encargadas de degradar proteinas, ADNe o EPS con el fin de
emplearlos cuando la concentracion de nutrientes comienza a decrecer (Flemming
et al., 2010).

Por otro lado, los EPS presentes en la biopelicula pueden formar complejos con
lipidos, lectinas, proteinas y enzimas, confiriéndole mayor rigidez a ésta; ademas,
estos varian de acuerdo con la especie bacteriana, las condiciones de crecimiento
a las que fueron expuestos los microorganismos, asi como también la edad de la
biopelicula (Vilain et al., 2009; Whiteley et al., 2015). Un claro ejemplo en la
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variacion de EPS se observa en P. aeruginosa, bacteria que produce distintos
tipos de EPS, entre los que destacan el alginato, Pel y Psl. El alginato se
encuentra compuesto por acido gulurénico y manuronico. Por otra parte, Psl esta
conformado por residuos de manosa, ramnosa, glucosa y galactosa; éste
contribuye a la adherencia celular primaria y a la maduracion de la biopelicula.
Finalmente, Pel es un polisacarido constituido por glucosa y se encuentra
inmiscuido en la interaccion célula-célula (Whiteley et al., 2015).

Como se mencion6 anteriormente, una de las moléculas que componen a las
SPE, es el ADNe. Se ha demostrado que P. aeruginosa produce grandes
cantidades de ADN extracelular (ADNe), por la actividad de una endonuclesa y
probable lisis celular, durante la sintesis de alginato, el cual es fundamental para
las fases iniciales en la formacién de biopelicula (Bockelmann et al., 2006).

La formacion de biopelicula se ha descrito como un proceso compuesto por cinco
pasos (Figura 6), 1) En la primera de ellas comprende una adhesion inicial y
reversible de las células a superficies bioticas o abiodticas; IlI) posteriormente, la
unidn de las células se torna irreversible y es mediada por adhesinas y distintas
estructuras bacterianas (flagelo, fimbrias, pilis), estabilizando la matriz de la
biopelicula; Ill) el desarrollo temprano de la biopelicula, etapa en la que las
bacterias se multiplican y conforman capas de microorganismos; |V) la maduracién
de la biopelicula, proceso en el que se forman microcolonias y se producen
sustancias poliméricas extracelulares (SPE), las cuales les confieren multiples
beneficios a la comunidad. La microcolonia es considerada como la unidad
estructural basica de la biopelicula, en esta estructura, las células se encuentran
intimamente relacionadas, por lo cual se favorece el intercambio de genes,
formacion de gradientes de nutrientes y otros aspectos. Esta formacion de
gradientes propicia la generacion de subpoblaciones. Dicho término refiere a la
presencia de células que poseen el mismo fondo genético, sin embargo, éstas
presentan una expresion génica diferencial. Conforme las condiciones ambientales
cambian, es posible que las células modifiquen su expresion génica (Lawrence et
al., 2004; Vlamakis et al., 2013). En las biopeliculas maduras se han descrito la
presencia estructuras tridimensionales denominadas de tipo “hongo” o “pilar”
(Davies et al., 1998); V) la dispersion de la biopelicula, que ocurre cuando las
condiciones del medio ya no son favorables para la comunidad y las bacterias
comienzan a desprenderse de estas estructuras con la finalidad de colonizar otras
zonas (Flemming et al., 2010; Qaisar et al., 2013; Schuster et al., 2014).
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Fig 6. Etapas en la formacién de las biopeliculas bacterianas.

I) Las bacterias detectan una superficie y senales, comienza una adhesion débil y reversible a
superficies bidticas o abidticas. Il) Si las condiciones resultan favorables para el desarrollo de la
comunidad, esta unidon se torna fuerte e irreversible a través de adhesinas y distintas
estructuras celulares. 1lI) Los microorganismos comienzan a multiplicar, formando
microcolonias. |IV) Tras multiples rondas de division, estas microcolonias dan paso a la
formaciéon de estructuras tridimensionales, las cuales son denominadas como de “hongo” o
“pilar”. V) Cuando las condiciones no son adecuadas para la comunidad bacteriana, los
microorganismos comienzan a liberarse para migrar a otras zonas con mejores condiciones.
Tomado de Salcedo et al, 2015

La dispersién de la biopelicula es precedida por la muerte y lisis celular en el
centro de las estructuras tridimensionales de la biopelicula madura (Fig. 7). Se han
descrito una serie de factores que propician la dispersion de estas comunidades
bacterianas. En P. aeruginosa la poca disponibilidad de nutrientes conlleva a un
desprendimiento de las células que conformaban la biopelicula; otras causas de
dispersion pueden ser la limitacion de oxigeno o hipoxia en la biopelicula, la
activacion de enzimas PDE conllevando a una disminucion intracelular del di-
GMPc y por consiguiente, favoreciendo la transcripcion de genes relacionados con
la movilidad. Finalmente, el NO ha demostrado ser capaz de dispersar biopeliculas
conformadas por P. aeruginosa, E. coli, V. cholerae, S. aureus, B. subtilis, N.
gonorrhoeae y otras especies mas (McDougald et al., 2011).
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Fig 7. La compleja estructura de las biopeliculas bacterianas.

a) Las microcolonias son las unidades basicas en la formacién de biopeliculas. Estas se
encuentran compuestas por sustancias poliméricas extracelulares (SPE) como ADNe,
proteinas, polisacaridos, acidos grasos, enzimas e inclusive bacteriéfagos. Estas SPE le
confieren resistencia contra condiciones adversas a las células. b) La etapa de dispersién de
la biopelicula se encuentra regulada por la muerte y lisis de células que conformaban el
nucleo de las microcolonias; esto conlleva a la migracidon celular y a una alta expresion
génica diferencial. Tomado de McDougald (2011).

La formacion de la biopelicula, asi como la arquitectura de ésta, depende de
distintos factores, entre los que destacan la concentracion de nutrientes, la
presencia de otros microorganismos, la movilidad y comunicacion celular que
presenten los mismos, asi como también las caracteristicas de la superficie sobre
la cual se construira esta estructura (Wagner et al., 2009; Flemming et al., 2010).

Debido a la importancia de las biopeliculas en aspectos clinicos, agrondémicos o
biotecnolégicos, se han implementado distintas técnicas para analizar la
regulacion bioquimica y genética de las bacterias presentes en estas estructuras,
asi como también la estructura y complejidad de las biopeliculas.

El empleo de la microscopia electronica permitio visualizar la presencia de EPS en
la biopelicula, los cuales se observan como finas hebras que recubren y unen a
las bacterias formando una estructura tridimensional; sin embargo, la preparacién
de las muestras para ser analizadas mediante esta microscopia tiende a ser
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destructiva, por lo que restringe la visualizacién tridimensional de éstas (Lawrence
et al., 2007).

La reciente introduccion y aplicacion de la microscopia confocal ha permitido la
visualizacion de biopeliculas sin la alteracidon estructural de éstas. Este
microscopio secciona al objeto en estudio, obteniendo varios cortes o imagenes en
dos dimensiones, a partir de los cuales se realiza una reconstruccion
tridimensional de la biopelicula; para la obtencion de mejores resultados, es
recomendable tedir la muestra a observar con fluorocromos que cuenten con
afinidad hacia compuestos especificos presentes en la estructura (Lawrence et al.,
2007; Neu et al., 2014).

El empleo de la microscopia confocal, asi como el uso de distintos colorantes o
lectinas, ha permitido estudiar a las biopeliculas sin alterar su estructura.
Recientemente la implementacién de la microscopia Raman ha hecho posible la
identificacion de una gran variedad de componentes presentes en estas
comunidades bacterianas (Wagner et al., 2009).
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3. Antecedentes directos

En 2013, mediante analisis bioinformatico, Fernandez-Dominguez localizé un gen
codificante para una probable diguanilato ciclasa, a la cual denominé DgcC.
Empleando recombinacion homdloga, realizé una mutacion por insercion del gen
dgcC con el gen glucuronidasa y un casete de resistencia a Sm.

En 2015, Romero-Pérez analiza los fenotipos de la cepa mutante del gen dgcC
(denominada como A. brasilense 102-C). Los resultados arrojan que esta cepa
presenta un retraso en el crecimiento, una disminucion en la formacion de
biopelicula, asi como también un decremento en la movilidad bacteriana con
respecto a la cepa silvestre (Fig. 8). Romero-Pérez concluye que esta proteina no
presenta un comportamiento canonico, debido a que una mutacién en una
diguanilato ciclasa, enzima encargada de la sintesis del di-GMPc, resultaria en
una disminucion de los niveles intracelulares de este segundo mensajero y, por
consiguiente, un aumento en la movilidad de la bacteria.

Curva de crecimiento de A. brasilense Sp245

a) y A. brasilense 102-C en K-malato Formacién de biopelicula
b)

A. brasilense Sp245  mA.brasilense 102-C
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4. Justificacion

En la actualidad, y como consecuencia del incremento de la poblacion, la
demanda de alimento ha aumentado considerablemente. La busqueda de
métodos de produccion mas eficientes y amigables con el ambiente es una
prioridad para el ser humano.

Por tal razén se ha recurrido a las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR). Estos microorganismos se encuentran ampliamente distribuidos en la
rizésfera, pudiendo habitar ambientes que poseen climas subtropicales a
templados. Por medio de la excrecion de fitohormonas, fijacion del nitrogeno o
inhibiendo el crecimiento de organismos patdgenos en las plantas, estos
microorganismos promueven el crecimiento de las plantas.

Una de las PGPR mayormente estudiada es Azospirillum brasilense. Este
microorganismo ha demostrado su potencial aplicacion como inoculante vy
promotor del desarrollo en cultivos agricolas mexicanos.

Debido a esto es de vital importancia la elucidacion y conocimiento de los
mecanismos por los cuales estas bacterias interactuan con las plantas. Para poder
entender estos mecanismos, es necesario comprender la funcion del di-GMPc, el
cual interviene en un amplio numero de actividades bacterianas, como la
movilidad, formacion de biopelicula, cambio de estilo de vida de la bacteria,
colonizacion de raices de plantas, etcétera.

En este trabajo se pretende evaluar la funcion del gen AZOBR_100206 (dgcC), el
cual posee un dominio GGDEF, fundamental para la formacion de una molécula
de di-GMPc a partir de dos moléculas de GTP.
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5. Objetivos
5.1. Objetivo general
- Determinar el fenotipo de la cepa mutante y complementada de A.
brasilense 102-C (AZOBR_100206::GusA-Sm~).
5.2. Objetivos particulares
- Construccion del plasmido pJB3Tc20-cdgC (AZOBR_100206).
- Analizar el fenotipo de la cepa mutante y complementada en vida libre.
- Determinacion de biopelicula empleando cristal violeta (CV).
- Determinacion de union de EPS a Rojo Congo.
- Formacion de biopelicula empleando la eGFP.
- Visualizacion de EPS empleando microscopia confocal.

- Visualizacion de ADN extracecular (ADNe) empleando microscopia
confocal.
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6. Materiales y Métodos

6.1. Material biolégico

Escherichia coli DH5a

fhA2A(argF-lacZ) U169 phoA
ginV44 ®80 A(lacZ)M15 gyrA
recA1 thi-1 hsdR17

Hanahan, 1983

Escherichia coli S17 .1

pro, thi hsd, recA, integracion

cromosomica de RP4-2 Simon et al., 1983

Tc::Mu- Km Tn7
A. brasilense Sp245 Cepa silvestre Baldani et al., 1987
. Derivada de la cepa Sp245 Fernandez, 2013
A. brasilense 102-C dgcC-uidA/aad
, A. brasilense 102-C .
A. brasilense AK-19 (pJB3TCc20-Km/dgcC) Este trabajo
. A. brasilense Sp245 (pJB3- .
A. brasilense AK-16 Km/dgcC) Este trabajo
A. brasilense Sp245-GFP Cepa silvestre (pMP2444) Este trabajo
A. brasilense 102C-GFP dgcC::uidA/aad (pMP2444) Este trabajo
, A. brasilense AK-19 .
A. brasilense AK-33 (PMP2444) Este trabajo
, A. brasilense AK-16 .
A. brasilense AK-52 (PMP2444) Este trabajo
6.2. Vectores
. . R .
pGEM-T-Easy F1 ori, ori, Amp~, lascgg, Promoter:T7, lac, Promega
Derivado de pJB3.
pJB3Tc20 AmpR, TR Blatny et al., 1997

Derivado de pJB3Tc20.

pJB3Tc20//ac(-)

pJB3Tc20-Km

pJB3Tc20-
Km/dgcC

pMP2444

Carente de promotor /ac.

Derivado de pJB3Tc20/lac(-)

eGFP (enhanced Green Fluorescent

Este trabajo
AmpQ

AmpR, KmR (5'>3") Este trabajo

Derivado de pJB3Tc20-Km con la
clonacion de dgcC con el promotor nativo

Este trabajo
del gen

Protein). Gm® Clontech
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6.3. Iniciadores

Iniciadores gen dgcC

Iniciador Delantero (Pr100206-F-Kpnl) Longitud Tm % GC
5 - TTGGTACCGCTGTCCCCTCTCGCGTT - 3’ 18 nucledtidos 60 °C 67 %
Iniciador Reverso (DgcC-R-EcoRl) Longitud Tm % GC

5 - TTGAATTCCTAAGGGGAGGGGACCACGC -3’ 20 nucleétidos 62 °C 70 %

Iniciadores casete Km

Iniciador Delantero (Km-F) Longitud Tm % GC
5" - GCATCGCCTTCTATCGCCTTC - 3’ 21 nucledtidos 59 °C 57 %
Iniciador Reverso (Km-R) Longitud Tm % GC
5" - CAGTGACAACGTCGAGCACAGC -3 22 nucledtidos 62 °C 59 %

6.4. Condiciones de cultivo

Las cepas de E. coli DH5a y S17.1 fueron cultivadas en medio Luria Bertani (LB*)
modificado en agitacion a 37 °C por tiempos variables de acuerdo a las
necesidades del ensayo. Por otra parte, las cepas de A. brasilense fueron
cultivadas en medio K-malato, LB*, Rojo Congo o Nfb (Ver anexo), dependiendo el
propésito del experimento, a 30 °C en agitacion o condiciones estaticas.

Los antibidticos empleados en este trabajo fueron Sm [550 ug/ml], Tc [10 pug/ml],
Amp [50 pg/ml], Km [50 pg/ml] y Gm [30 ug/ml].

6.5. Extraccion y manipulacién de ADN

La extraccion de ADN genomico se realizd mediante el método de bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) (Sambrook, 2001). Por otra parte, la extraccion de
ADN plasmidico se llevé a cabo mediante lisis alcalina empleando SDS y NaOH,
(Sambrook, 2001).

Para la transformacion celular se emplearon cepas de E. coli DH5a y E. coli S17.1
quimiocompetentes tratadas con CaCl; [100 mM].

La conjugacion se efectué empleando a E. coli S17.1 como la cepa donadora y A.
brasilense Sp245 o A. brasilense 102-C como cepas receptoras. Para el ensayo,
la cepa donadora fue sembrada en medio LB modificado (LB*) e incubada durante
a 37 °C a 150 rpm durante 7-8 h, tiempo necesario para que el cultivo alcance una
DOsoonm de 1; mientras que la cepa receptora fue sembrada en medio LB* e
incubada a 30 °C durante 7-8 h, lapso de tiempo en el que el cultivo alcanza una
DOeoonm de 0.5-0.6.

Posteriormente, se recuperd el paquete celular, tanto de la cepa donadora como
receptora, centrifugando 1 ml de cada cultivo a 7500 rpm durante 3 min. Las
células recolectadas fueron lavadas en 2 ocasiones con medio LB*. Los paquetes
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fueron resuspendidos en 20 pl del mismo medio. Estos paquetes fueron
mezclados y transferidos a una caja Petri con medio LB* libre de antibidtico. Tras
24 h de incubacién a 30 °C, se recuperaron las células para posteriormente ser
sembradas en cajas Petri con medio minimo malato adicionado con el antibiotico
correspondiente para la seleccidn de las posibles transconjugantes. Después de
24-48 h de incubacion, se seleccionaron distintas clonas, a las cuales se les
realizé extraccion plasmidica, digestion con enzimas de restriccion o PCR para la
seleccidn de las transconjugantes de interés.

Para la realizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se emplearon
las indicaciones proporcionadas por el proveedor (Invitrogen), utilizando
temperaturas de alineamiento y extension de acuerdo a la siguiente tabla.

Fragmento  Temperatura de Tiempo de Temperatura Tiempo de

a amplificar alineamiento alineamiento de extension extension
dgcC 62°C 30 seg 72 °C 70 seg

dgcC-Km® 62°C 30 seg 72 °C 120 seg

Las enzimas de restriccion y ligacion fueron empleadas de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Invitrogen, Fermentas, Thermo Scientific).

6.6. Diseio de iniciadores

Empleando las bases de datos GeneBank y Microbial Signal Transduction
Database 2.2 (MiST 2.2) se obtuvo la secuencia del gen dgcC (segun la notacion
de A. brasilense Sp245). El disefio de oligonucledétidos se realizé en el programa
Snap Gene Viewer 3.1.2. Debido a que la complementacién genética se realizaria
empleando el promotor nativo del gen dgcC, se decidieron disefar iniciadores que
amplificaran la region intergénica rio arriba del gen (204 pb) y el marco de lectura
abierto correspondiente del gen, esperando un amplificado de 1089 pb.

Iniciador Delantero (Pr100206-F-Kpnl) Longitud Tm % GC
5 - TTGGTACCGCTGTCCCCTCTCGCGTT - 3’ 18 nucleotidos 60 °C 67%
Iniciador Reverso (DgcC-R-EcoRl) Longitud Tm % GC

5 - TTGAATTCCTAAGGGGAGGGGACCACGC -3’ 20 nucleodtidos 62 °C 70%

Para facilitar la clonacién del amplificado en el plasmido correspondiente, se
decidié agregar secuencias de reconocimiento por enzimas de restriccion; al
oligonucledtido delantero se afadid una secuencia de reconocimiento para la
enzima Kpnl, mientras que al oligonucledtido reverso se afiadid la secuencia
correspondiente para la enzima EcoRI.

32



6.7. Amplificacién del gen dgcC mediante PCR

Para obtener las condiciones 6ptimas de amplificacién del gen dgcC se realizé la
PCR en gradiente, empleando los siguientes elementos: ADN [5-10ng], dNTP’s
[0.25 mM], oligonucledtido delantero [0.5uM], oligonucleétido reverso [0.5 uM],
MgCly [1.25 mM], Taq Pol Recombinante o Taq Pol Platinum 1-2 U, solucién
tampdn de la polimerasa [1X] y DMSO 1 pl.

Las condiciones implementadas para la amplificacion por PCR fueron las
siguientes: se inicid6 con un ciclo de desnaturalizacion a 95 °C por cinco min.
Posteriormente un ciclo de desnaturalizacion a 95 °C por 30 seg, un ciclo de
alineamiento (con temperaturas de 60 o 62° C) durante 30 seg y un ciclo de
extension a 72 °C por 70 seg. Estos tres pasos se repitieron durante 30 ciclos. A
continuacion, un ciclo de extension final a 72 °C y con duracion de siete min.
Finalmente, las muestras se mantuvieron a 4 °C hasta su procesamiento.

6.8. Clonacion de dgcC en vector pGEM-T-Easy

Determinadas las condiciones Optimas para la PCR, se realizé una amplificacién
empleando Taq Pol Platinum, este amplificado se clon6 en el plasmido pGEM-T-
Easy empleando las enzimas de restriccion Kpnl y EcoRI (Thermo-Fisher), asi
como también la ligasa T4 (Invitrogen); esto con la finalidad de mantener el gen y
su posterior secuenciacion, la cual se realiz6 en la Unidad de Sintesis y
Secuenciacion de ADN del Instituto de Biotecnologia perteneciente a la
Universidad Nacional Autonoma de México.

6.9. Clonaciéon de dgcC en pJB3Tc20

El plasmido PJB3Tc20 es de bajo numero de copias, de amplio rango de
hospedero, contiene casete de resistencia a Tc y Amp como marcadores de
seleccion, ademas de que se ha probado que se mantiene de manera estable en
Azospirillum.

La clonacién de dgcC en el plasmido pJB3Tc20 se realizé mediante el método
“shotgun”, por lo cual ambos plasmidos (pGEM-T-Easy y pJB3Tc20) fueron
digeridos con las enzimas Kpnl y EcoRI con la finalidad de liberar el fragmento
correspondiente al gen y su promotor, con lo cual se generaron extremos
cohesivos en pJB3Tc20 complementarios a los extremos del fragmento liberado.
El producto obtenido fue transformado en E. coli DH5a y las transformantes fueron
seleccionadas en primera instancia por la resistencia a Tc y contra-seleccién a la
Amp, posteriormente se realizd6 PCR y digestion con enzimas de restriccion,
corroborando la clonacién del gen en estudio.
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6.10. Modificacion del plasmido pJB3Tc20-dgcC

Debido a que el plasmido pJB3Tc20 contiene un promotor tipo /lac, el cual ha
demostrado ser un promotor constitutivo en A. brasilense Sp245, se opté por
eliminarlo del plasmido, asi la expresion de dgcC seria dirigida por el promotor
nativo.

La eliminacion del promotor /ac se realizé por digestion con la enzima Sall, cuyas
secuencias de reconocimiento flanquean al promotor; en esta digestion se elimina
el gen tetR y 257 pb del gen tetA, implicados en la resistencia a Tc, por tal motivo
se clond el casete de resistencia a Km, proveniente del plasmido pJMS-KM,
mediante digestion con la enzima Smal. El casete se clondé en el plasmido
pJB3Tc20/lac(-) empleando la enzima de restriccion EcoRV, de tal manera que el
casete de Km se clond en direccion 3° - 5 o 5 - 3'. Para los experimentos
posteriores se empled el plasmido que poseia el casete de Km en direccién 5’ -
3’, al cual se denominé pJB3Tc20-Km.

La direccion del casete se defini6 por medio de digestiones empleando las
enzimas BamH| y Pstl. El tamafo esperado para la direccion 3'> 5’ corresponde a
999 pb, mientras que para la direcciéon 5> 3’ a 743 pb.

Para el mantenimiento de la construccion anterior, ésta se transformé en células
quimiocompetentes de E. coli DH5a. Las transformantes con la construccion
fueron seleccionadas sembrandolas en medio LB* con el antibidtico
correspondiente para posteriormente ser corroboradas mediante PCR.
Seleccionadas las clonas, se extrajo el plasmido recombinante de éstas y se
procedié a transformar en E. coli S17.1; una vez seleccionadas las clonas
transformantes se procedié a su identificacion de acuerdo a lo descrito en el
parrafo anterior y finalmente se llevo a cabo la conjugacion entre E. coli S17.1 y A.
brasilense Sp245 o A. brasilense 102-C de acuerdo con las condiciones
anteriormente descritas.

Para la seleccidn de las transconjugantes, se realizo extraccion plasmidica y PCR
empleando el oligonucleétido reverso para amplificar el gen dgcC vy el
oligonucledtido reverso del casete de Km, esperando un amplificado de 1923 pb.
La PCR se realizd bajo las siguientes condiciones: un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 95 °C por cinco min. Posteriormente, un paso de
desnaturalizacion a 95 °C por 30 seg, un paso de alineamiento a 62° C durante 30
seg y un paso de extension a 72 °C por 120 seg. Estos tres pasos se repitieron
durante 30 ciclos. A continuacion, un ciclo de extension final a 72 °C con duracién
de 7 min. Finalmente, las muestras se mantuvieron a 4 °C hasta su
procesamiento.

6.11. Determinacién de formacién de biopelicula

La determinacién de formacion de biopelicula se realizé de acuerdo a lo descrito
por Arruebarrena et al., 2012. Se tomaron 2-3 colonias de A. brasilense Sp245
previamente crecidas por 3-4 dias en medio Rojo Congo y se inocularon a un
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matraz con 15 ml de medio LB modificado. Se incubo a 30 °C, con agitacién a 120
rom por 14-16 h, hasta obtener la DOgoonm entre 1.1-1.4. Se centrifugd 1 ml del
mismo a 5000 rpm durante cinco min.

El sobrenadante se descarto y el paquete celular se resuspendié en un tampén de
fosfatos pH 7.0 [66 mM] hasta obtener una DOgponm de 2. Para obtener el volumen
de tampdn a utilizar se emplea la siguiente formula:

Volumen de tampon necesario (ml) = DOgoonm Cultivo
2

De la suspension, se realizdé una dilucion 1:100 con medio Nfb y se sembré en
placas de 24 pozos, adicionando 2 ml de cultivo por pozo. La placa se incubd en
una camara humeda y condiciones estaticas a 30 °C por 3 dias. Se requiere que la
determinacién de la concentracion del colorante cristal violeta (CV) que se adhiere
a la biopelicula sea normalizada; por lo cual se sugiere trabajar con 9 pozos a los
que se anaden CV y 9 pozos que se emplean para cuantificar las proteinas
presentes en el cultivo.

Posterior al tiempo de incubacion se adicionaron 0.5 ml de CV [0.5%]. La placa se
dej6 reposar durante 30 min. Se decanto la placa para eliminar el exceso de CV y
se realizaron dos lavados con agua destilada. Estos lavados deben realizarse de
manera delicada para evitar el desprendimiento de la biopelicula adherida en el
fondo del pozo. La placa se colocé de manera invertida para eliminar el exceso de
agua y se adicionaron 2 ml de acido acético [33%] a cada pozo para recuperar el
CV adherido a la biopelicula. Se dejé en reposo durante 30 min y posteriormente
se homogeneiz6 con una pipeta. EI CV solubilizado en el acido acético se
recupero, y procedio a realizar la dilucion correspondiente de la cual se agregaron
0.2 ml por pozo a una placa de 96 pozos. Finalmente se midié en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 590n,.

Determinacion de proteinas totales, se recolectd el contenido de cada pozo
centrifugando a 10000 rpm por 3 min. Se descartd el sobrenadante y se agrego 1
ml de agua destilada. Posteriormente se procedi6 a sonicar la muestra empleando
una amplitud de 60 Hertz con 4 pulsos con una duracion de 6 segundos cada
pulso. La muestra se sometid a ebullicion durante 10 min. Concluida ésta, se
tomaron 20 pl de la muestra y se transfirieron a otro tubo, al cual se adicionaron
180 pl de agua destilada y 200 uyl de NaOH [1 N]. La muestra se volvié a someter
a ebullicién durante 5 min y posteriormente se le agregaron 400 pl de HCI [0.5 N].

Finalmente se cuantificd la concentracién de proteinas empleando el reactivo de
Bradford (Bio-Rad); para esto se adicionaron 150 ul de este reactivo y 150 pl de la
dilucidn del extracto y se leyo en el espectrofotometro a una longitud de onda de
595 nm. Para determinar la concentracion de proteinas en la muestra, la lectura
obtenida se extrapold con los datos previamente adquiridos de una curva patron
empleando albumina. Cuando la cepa en estudio forma agregados, la produccion
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de biopelicula debe ser normalizada con la concentracion de proteinas (mg de
proteina/ml de cultivo)

6.12. Determinacion de unién de EPS a Rojo Congo

Las cepas a evaluar, provenientes de un cultivo en medio Rojo Congo, fueron
sembradas en medio LB modificado a 30 °C durante 14-16 h, tiempo aproximado
en el que el cultivo alcanza una DOgoonm entre 1.1-1.4. Se centrifugd 1 ml del
mismo a 5000 rpm por 5 min.

Se descart6 el sobrenadante y se resuspendio el paquete celular en tampon de
fosfatos pH 7.0 [66 mM] para obtener una DOegoonm. de 2. De esta suspension, se
realizé una dilucién 1:100 empleando medio Nfb y se sembrd en pozos con 2 ml
del mismo medio.

Se emplearon condiciones estaticas y una camara humeda para la incubacion a
30 °C durante 3 dias. Transcurrido este tiempo, se recolectaron las células por
centrifugacion a 10000 rpm durante 3 min. Se retir6 el sobrenadante y se realiz6
un lavado con 1 ml de medio Nfb.

Posteriormente, se resuspendid el paquete celular con 1 ml de Nfb al que
previamente se adicion6 colorante RC a [40 ug/ml]. Se incubd durante 2 h a 30° C
y con una agitacion de 150 rpm. Las células y EPS unidos a RC se recolectaron
mediante centrifugacion a 13000 rpm por 5 min. Se recupero el sobrenadante y se
leyd a una longitud de onda de 490,n. En esta fraccion se encuentra el colorante
gue no se unio a los EPS.

Se analiz6 la cantidad de RC que se adhirio a los EPS a partir de una curva
estandar que previamente se realizé partiendo de [0 pg/ml] hasta [40 pg/ml] de
RC. Se extrapolo la lectura obtenida del sobrenadante a los datos de la curva para
conocer la cantidad de colorante libre. Finalmente, se resto el dato obtenido con la
curva a los 40 uyg/ml de RC que se afnadieron a cada muestra. Es importante
recalcar que, de la misma manera que para la formacion de biopelicula, la
produccion de EPS debe ser normalizada con la concentracion de proteinas
presente en el cultivo.

6.13. Determinacion de formacion de biopelicula empleando
microscopia confocal

Con la finalidad de evaluar la estructura tridimensional de la biopelicula, se
procedi6 a marcar las cepas A. brasilense Sp245, A. brasilense 102-C y A.
brasilense 102-C(pdgcC) con la proteina eGFP (enhanced Green Fluorescent
Protein), codificada en el plasmido pMP2444, de amplio rango de hospedero
estable en A. brasilense, el cual posee un casete de resistencia a Gm como
marcador de seleccion.

Se realizd una conjugacion biparental entre la cepa E. coli S17.1 (pMP2444)
donadora y A. brasilense Sp245 y A. brasilense 102-C como cepas receptoras de
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acuerdo a la metodologia descrita anteriormente. Las transconjugantes fueron
seleccionadas por la resistencia a Gm y posteriormente se verifico por la
caracteristica de fluorescencia verde mediante microscopia de fluorescencia. Las
longitudes de onda para la excitacién y emisién de la eGFP fueron de 488 y 508
nm, respectivamente.

Obtenidas las clonas deseadas A. brasilense Sp245-GFP, A. brasilense AK-33 y
A. brasilense AK-52, se procedio a realizar la técnica de biopelicula, anteriormente
descrita, con algunas modificaciones.

Una vez que se recuperaron los paquetes celulares y estos fueron resuspendidos
en tampon de fosfatos pH 7.0 [66 mM] para obtener una DOgoonm de 2, se realizd
una dilucién 1:100 empleando medio Nfb y afadiendo Gm. De esta dilucion, se
afnadieron 3 ml a dispositivos denominados Fluorodish (World Precission
Instruments), los cuales facilitan la observacién al microscopio de la biopelicula sin
alteraciones en su estructura. Las Fluorodish fueron incubadas durante 3 dias a
30° C en condiciones estaticas. Los dispositivos se retiraron de incubacion y
fueron visualizados en un microscopio confocal Nikon Plus2. Los datos obtenidos
fueron analizados en el software NIS Elements Advanced Research.

6.14. Visualizacion de EPS en biopelicula empleando calcofluor

La presencia de EPS en la biopelicula se visualizé empleando calcofluor (18909,
Sigma-Aldrich), un fluoréforo con afinidad hacia los polisacaridos que presentan
enlaces 3-1,3 y/o B-1,4 (Salcedo et al., 2015).

Para este fin, se emplearon concentraciones de calcofluor de 0.001%, 0.05% y
0.1%. Finalmente se selecciond la concentracidn de 0.05% y se prosiguio con la
técnica mencionada en el apartado anterior con algunas variaciones respecto a la
adicion del calcofluor. Una de estas variaciones consistié en anadir 25 pyl de
calcofluor [0.05%] a los 3 ml de cultivo para posteriormente incubar en condiciones
estaticas durante 3 dias a 30 °C; mientras que en la segunda alternativa se afiadio
el cultivo al Fluorodish y tras el tiempo de incubacion se reemplazé 1 ml de cultivo
con 1 ml de tampdn de fosfatos pH 7.0 [66 mM] al cual se le agregaron 25 pl de
calcofluor [0.05%)].

Finalmente, la presencia de EPS se observé al microcopio confocal empleando
una longitud de onda de excitacion y emision de 380 nm Yy 475,m, respectivamente.

6.15. Visualizacion de ADN extracelular (ADNe) en biopelicula
empleando yoduro de propidio

Para visualizar la presencia de ADNe, se emple6 yoduro de propidio (25535-16-4,
Sigma-Aldrich), un agente intercalante del ADN, el cual no es permeable en
células vivas, por lo que se emplea para detectar células muertas en una
poblacion, asi como la presencia de ADN liberado al medio.

Para este propédsito, se empled una metodologia similar a la empleada para
evaluar la presencia de EPS en la biopelicula, anteriormente descrita, con dos
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modificaciones. En una de ellas, se afiadieron 3 ml de cultivo y yoduro de propidio
a una concentracion final de 1 o 5 yM (Ramirez-Mata et al., 2016) a la Fluorodish
para posteriormente someterla a incubacién durante 3 dias a 30 °C en condiciones
estaticas y finalmente ser observada en el microscopio confocal. Por otra parte, se
procedid a incubar el cultivo presente en la Fluorodish con las condiciones
anteriormente mencionadas y tras el tiempo de incubacion, se reemplazé 1 ml de
cultivo con 1 ml de tampodn de fosfatos pH 7.0 [66 mM] al cual se le agregaron
yoduro de propidio para tener una concentracién final de 1 o 5 yM.

La presencia de ADNe fue visualizada empleando una longitud de onda de
excitacion y emision de 535 y 617 nm, respectivamente.
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7. Resultados

7.1. Analisis in silico
7.1.1. Contexto genético del gen 6449870 (dgcC)

El gen AZOBR _100206 (6449870 o dgcC) que se encuentra en el cromosoma de
A. brasilense Sp245, posee una longitud de 885 pb que codifican para una
probable diguanilato ciclasa de 294 aminoacidos. Esta proteina cuenta con un
dominio REC (aminoacidos 1-114) y un dominio GGDEF (aminoacidos 120-240),
tal y como se muestra en la Fig. 9.

Rio arriba del gen se encuentra una region intergénica de 204 pb. Rio abajo del
mismo se encuentra un gen que codifica para una proteina hipotética que presenta
un dominio Nudix; entre ambos genes existe una distancia intergénica de 68 pb, lo
que podria implicar que estos forman parte de un operon.

REC GGDEF
. 1 /

.
.
200 &
2 .
.
* .
. .

e {Proteina putativa metalo-beta-lactamasal
. o
Pirofosfocingsa putativa ribosa-fosfato (RPPK)
*

Diguanilato cicla8a C @
*

(Proteina Hipotétical
Proteina de Membrana (Funcién desconocidai

68pb 16 pb 68 pb 204 pb 78 pb

Fig. 9. Contexto genético del gen dgcC.

El gen dgcC codifica para una presunta diguanilato ciclasa denominada como DgcC,
la cual presenta un dominio REC y un dominio GGDEF. Este gen se encuentra
flanqueado por un gen que codifica a una proteina hipotética con dominio Nudix y otro
que codifica para una probable pirohidrolasa. Se indica los tamanos de las regiones
intergénicas en pb. El diagrama presentado se realiz6 empleado los programas
bioinformaticos SMART y Snapgene.
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7.1.2. Analisis de la regién intergénica rio arriba al gen dgcC
para la localizacion del probable promotor del gen

La busqueda del probable promotor del gen dgcC, se realizé por medio del analisis
de la region intergénica rio arriba al gen en estudio. La region intergénica posee
una longitud de 204 pb.

Se emplearon los programas bioinformaticos PePPER (de Jong, Molecular
Genetics, University of Groningen), BPROM (Solovyev & Salamov, 2011), Virtual
Footprint (Minch et al., 2005) y Promoter-Hunter (Klucar et al., 2010). Los
resultados se presentan en la Fig. 10.

1 GCTGTCCCCT CTCGCGTTGC GCGCCCGGAC ATGGGCGCCC CGTTCGGCCC 50
51  GTACTATGCC GCAAGGGCCG CAGCGGGGCG ACCACGACCT TAGGCGCAAC 100
101 GTTACCGTGA AGGGATAGGA CGGCAGGGAC GGACGCCHGANARATGATEEC 150
151 GCGGCGGTCT TCCACTCATI GACCGCAGAC ACAGGTATGA GGCAGTTTCC 200

201 CGCCATGCGC GTGCTCATCG CCGACGACGA

Zona promotora Score | Rango | Programa empleado
CTCATTGACCGCAGACACAGGTATGA 6.57 3-8 Footprint
TGAAAATGATGC 7.72 3-8 Footprint

TT GACCGCAGACACAGGTATGAGGCAGTTT 4.4 0-5 Genome 2D
Caja -35 (CTCATT) Caja -10 (TATGAG) 2.13 0-3 Promoter Hunter

Fig 10. Region intergénica de los genes 6449870 (dgcC) y 6449871(RPPK)

Probables secuencias promotoras identificadas por los programas Virtual Footprint 3.0, Promoter
Hunter y G2D Genome. En la tabla inmediata, se anota el score de las probables secuencias
promotoras, asi como el rango de su valor y el programa empleado para su localizacion. En letras
coloreadas de naranja se pone de manifiesto el inicio del ORF correspondiente al gen 6449870
(dgcC).
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7.2. Amplificacion de dgcC mediante PCR en gradiente

La amplificacion del gen dgcC se realiz6 mediante PCR, de acuerdo a lo descrito
en la seccion de métodos, en gradiente para determinar las mejores condiciones
de amplificacion y empleando los oligonucleétidos especificos para amplificar el
OREF vy region intergénica rio arriba donde se encuentra el probable promotor del
gen antes mencionado. Se obtuvo un amplificado de 1099 pb como se muestra en
la Fig. 11.
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v

Fig. 11. Electroforetograma de la amplificaciéon del gen dgcC.

PCR en gradiente empleando los oligonucleétidos Pr100206-F-Kpnl y DgcC-R-EcoRI.
El amplificado, con un tamafo de 1099 pb, corresponde a la region codificante del
gen dgcC asi como a la region intergénica rio arriba del mismo. Carril 1: Marcador de
peso molecular. Carril 2: Amplificacion empleando Tm de 60 °C. Carril 3: Amplificacion
empleando Tm de 62 °C Carril 4: Control negativo.

41



7.3. Amplificacion de dgcC mediante PCR para secuenciacion

Establecidas las condiciones para la amplificacion del gen y su probable promotor,
se procedid a realizar una PCR empleando la enzima Taq Platinum. Este
amplificado se emplearia para las posteriores construcciones.

En la figura 12 se muestra el resultado de la amplificacion con la enzima de alta
fidelidad.

8000 pb
6000 pb
5000 pb
4000 pb
3500 pb
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1500 pb
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v

Fig. 12. Electroforetograma de la amplificacion del gen dgcC empleando Tag
Platinum.

Se realiz6 PCR empleando la Tm de 62 °C y la enzima de alta fidelidad Taq Platinum.
Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2: Amplificado de 1099 pb
correspondiente a pdgcC.

472



7.4. Secuenciacion de la clonaciéon de dgcC en pGEM-T-Easy
Para corroborar que el amplificado correspondiente a la region pdgcC no sufrié
modificaciones, ésta se clon6 en el vector de mantenimiento pGEM-T-Easy. La
construccion se envio a secuenciar como se indico en el apartado de materiales y
métodos. El resultado de la secuenciacion se muestra en la Fig. 13.

a)

b)

dgcC Promotor dgcC

Secuenciacién

GGDEF Site

Azospirillum brasilense Sp245 main chromosome complete genome
Sequence ID: HE577327.1 Length: 3023440 Number of Matches: 1

Range 1: 1476895 to 1477858 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1781 bits(964) 0.0 964/964(100%) 0/964(0%) Plus/Plus
Query 1 GATTCCGCCCTTCGGCCTTCGCGCGATACAGCGCGGCGTC 60

) IHIIIH[]IHII[HIIIH]IIHI\]HIIIHIIIH\IIHIIXHIIIHII
Sbjct 14768%5 CACGCGATTCCGCCCTTCGGCCTTCGCGCGATACAGCGCGGCGTC 1476954
Query 61 GGCGCGACGGGCGCGACGCC 120

. I[]HIIIHIIIH[]IHII\HIIIH]IIHI\IHIIIHIIIHXIIHI[JH
Sbjct 1476955 GGGCGTCCGGCGCGACGGGCGCGACGCC 1477014
Query 121 GAAGCTGGCGGTCATGCGGAACGAATCGCCGTCCGGCCCCATCTCCTGCGAGGCAACGCG 180

. |[]HIIIHIIIH\]IHIllHIIIH]IIHIKIHIIIHIIIHJIIHIIJH
Sbjct 1477015 'TGGCGGTCATG GCCGTCCGGCCCCATCTCCTGCGAGGCAACGCG 1477074
Query 181 'TGGCGCAAGCGTTCCGCH GCAGAAC 240

. |H||I||HIIIIIH||I||H||I||H||I||H||I||H||||H||IIIH||
Sbjct 1477075 CTGGCGCAAGCGTTCCGCCACGACCGAGGCGTCCGCCAGCGH 1477134
Query 241 GAACTCCTCCCCGCCGTAGCGTCCGATCAGGTCGCCGGGGCGCARGGCGCCGTCCAG 300

I[HIIIH]IIHI[]HIIIHIIIH\]IHII\HIIIHIIIHIXIHII[HI

Sbjct 1477135 CACGAACTCCTCCCCGCCGTAGCGTCCGATCAGGTCGCCGGGGCGCAAGGCGCCGTCCAG 1477194

CGTCCGGACGAAACGTTGCAAGGCCTCGTCGCCCGCGGCGTGACCGCGGCTGTCGTTGA! 360
I[HIIIH]IIHI[]HIIIHIIIH\]IHIIKHIIIHIIIHIXIHII[HI

Sbjct 1477195 CGTCCGGACGAAACGTTGCAAGGCCTCGTCGCCCGCGGCGTGACCGCGGCTGTCGTTGAT 1477254

Query 301

Query 361 TGAAATGH GATGTCGGCGATCAACAGGGACAGAGGCTGCCGCGCCCGCTGCGE 420

. IHIIIIIHI|I||H|IIIIHIIIIIHIIIIIHIIIIIHIIIIHIIIIIHII
Sbjct 1477255 CTGCCGCGCCCGCTGCGC 1477314
Query 421 480

. |H|III|H|III|H|III|H|III|H|IIIIHIIIIIHIIIIHIIIIIHII
Sbjct 1477315 CCGCCGAATCTCCTCACCCGCACGGTCH GACGCCGGTCAG 1477374
Query 481 'TCGGTGATGCGGCCTCCCGC 540

. I[]HIIIHIIIH[]IHII\HIIIH]IIHI\IHIIIHIIIHXIIHI[JH
Sbjct 1477375 TGCGCCTGCGCAACCAGCAGCCGGTGCATTTCGGTGATGCGGCCTCCCGE 1477434
Query 541 CTTCAGCCGCGCCTTGA TT CGGCTTGTGGATGAAGTCGTCCGCCCC 600

. IllHIIIHIIIH[]IHII\HIIIH]IIHI\IHIIIHIIIHXIIHI[JH
Sbjct 1477435 CTTCAGCCGCGCCTTGAGGTGGGCGCGGTTGACCGGCTTG 'GAAGTCGTCCGCCCC 1477494
Query 601 660

. IHIIIHlllHII\HIIIHIIIHI\]HIIIHIIIH\IIHII\HIIIHII
Sbjct 1477495 GGCGTCCAGCGCCTTCATCTCGTAGA 1477554
e es M Lo
Sbjct 1477555 GCTGTAGGCGGTGCGCGGA! GAAGCCAGCACACCTCCAGCCCCGACAGCCG 1477614

Query 721 CGGCATCTCCCARTCGATGATGGCGATGTCGAAGGATTCGGCCTGGGCAAGGTTCAGCGE 780
EULEELEELEETEEELEEEEEELEEE L LT

Sbjct 1477615 CGGCATCTCCCAATCGATGATGGCGATGTCGAAGGATTCGGCCTGGGCAAGGTTCAGCGC 1477674

Query 781 TTCCCGGCCGTCCCTGGCCAGGATCACATCATGGCCGTAAGACGCCACCTGCTCCGARRAG 840

. IllHIIIHIIIH\]IHIIlHIIIH]IIHIKIHIIIHIIIHXIIHIIJH
Sbjct 1477675 TTCCCGGCCGTCCCTGGC ACATCATGGCCGT: CACCT! 1477734
Query 841 CATGGTGCGCATCAGGACCGTGTCGTCGGCGATGAGCACGCGCATGGCGH 900

. |HI|I||H||I||H||I||H|||||H||IIIHIIIIIHIIIIHIIIIIHII
Sbjct 1477735 CATGGTGCGCATCAGGA 1477794
Query 901 ACCTGTGTCTGCGG' CATTTTCAGGCGTCCG 960

) I[]HIIIHIIIH[]IHII\HIIIH]IIHI\IHIIIHIIIHXIIHI[JH
Sbjct 1477795 CATACCTGTGTCTGCGGTCAA' ACCGCCGCGGCATCATTTTCAGGCGTCCG 1477854
Query 961 TCCC 964

[

Sbjct 1477855 TCCC 1477858

Fig. 13. Secuenciacién del fragmento pdgcC.

a) La secuenciacion cubrié 964 pb, las cuales representan un 89% del fragmento.

b) El resultado de ésta arroj6 una identidad del 100% con respecto a la secuencia
presente en la base de datos del NCBI.
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7.5. Clonacion de pdgcC en plasmido pJB3Tc20 mediante el método
“shotgun”

Posterior a la clonacion de pdgcC en el vector pGEM-T-Easy y con resultados
adecuados en la secuenciacion del inserto (mostrados en la Fig. 13), se procedi6 a
realizar la clonacion del mismo en el vector pJB3Tc20 empleado la técnica
conocida como “shotgun”. En la figura 14 se muestra la digestion doble del vector
linearizado y la digestion de la construccion pJB3Tc20-pdgcC.

1 2 3 4
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1500 pb
1000 pb 1099 pb
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500 pb

250 pb,

v

Fig. 14. Electroforetograma de la digestion de pGEM-pdgcC y pJB3Tc20 para
clonacién “shotgun”.

Los fragmentos de tamarfios de 3016 pb y 1099 pb corresponden al vector pGEM-T-
Easy y al inserto clonado, respectivamente. Se realizaron cortes sucesivos para
corroborar la digestién del vector pJB3Tc20, Carril 1: Marcador de peso molecular.
Carril 2: Vector pJB3Tc20 digerido con Kpnl cuyo tamafio corresponde a 7069. Carril
3: Vector pJB3Tc20 digerido con EcoRI. Carril 4: Vector pGEM-dgcC digerido con
Kpnl'y EcoRI.
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7.6. Seleccion de clonas de E. coli $17.1 pJB3Tc20-pdgcC mediante
PCR en colonia.

A las clonas que arrojaron un analisis positivo en cuanto a presencia del plasmido
pJB3Tc20-pdgcC, amplificaciéon del gen y un patron de restriccion acorde a lo
esperado, se les practico extraccion del plasmido para transformar a E. coli S17.1
y posteriormente llevar a cabo la conjugacién con las cepas de A. brasilense.
Posterior a la transformacion en la cepa de E. coli S17.1, algunas transformantes
fueron seleccionadas y clasificadas en grupos a los que se les realiz6 PCR en
colonia, los resultados se presentan en la Fig. 15.

1 2 3 4 5 6

8000 pb
6000 pb
5000 pb
4000 pb
3500 pb

3000 pb ‘

2500 pb %

2000 pb : ‘ i

1500 pb  ——> Fs S — : <€——1099 pb

1000 pb S
750 pb f—————>

500 pb

250 pb

\4

Fig. 15. PCR en colonia para seleccion de clonas de E. coli $17.1 pJB3Tc20-pdgcC
Andlisis de las transformantes E. coli S17.1 pJB3Tc20-pdgcC, grupos con cinco clonas
cada uno. Datos del PCR en colonia que indican que contienen el inserto de interés de
tamafio de 1099 pb. Carril 1: Grupo 1. Carril 2: Grupo 2. Carril 2: Grupo 3. Carril 4:
Marcador de peso molecular. Carril 5: Grupo 4. Carril 6: Grupo 5.

Posterior a la PCR en colonia, se seleccionaron aleatoriamente 2 clonas, a las
cuales se les realizé extraccion plasmidica y digestidn con enzimas de restriccion.
Las clonas seleccionadas e identificadas como clona 8 y 16 fueron sometidas a
digestion con las enzimas anteriormente descritas. El resultado de esta restriccion
se presenta en la Fig. 16.
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Fig. 16. Electroforetograma del patrén de restricciéon de las clonas 8 y 16 de E. coli
$17.1 pJB3Tc20-pdgcC.

Se seleccionaron dos clonas 8 y 16 para ser sometidas a digestion. Carril 1: Clona 8 sin
digerir. Carril 2: Clona 8 digerida con EcoRI. Carril 3: Clona 8 digerida con EcoRI y Kpnl.
Carril 4: Marcador de peso molecular. Carril 5: Clona 16 sin digerir. Carril 6: Clona 16
digerida con EcoRI. Carril 7: Clona 16 digerida con EcoRl y Kpnl. El fragmento de 7053 pb
corresponde al esqueleto del vector pJB3Tc20, mientras que aquel con tamario de 1099 pb
pertenece a la fraccion pdgcC.

A partir de los resultados obtenidos por PCR vy restriccion del DNA plasmidico se
selecciond la clona 8 de E. coli S17.1 (pJB3Tc20-pdgcC) para llevar a cabo la
conjugacién con A. brasilense 102-C. Una vez realizado el experimento, se
seleccionaron distintas clonas a las que se les practicé PCR en colonia (resultado
no mostrado). Posterior a este primer escrutinio, se seleccionaron tres clonas de
manera aleatoria a las que se les realiz6 PCR. Estas clonas fueron denominadas
como “Q”, “R”y “S” y el resultado de la PCR se indica en la Fig. 17.
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Fig. 17. PCR de transconjugantes entre E. coli S17.1 pJB3Tc20-pdgcC y A. brasilense

102-C.

De las clonas seleccionadas anteriormente para extraccion plasmidica, se escogieron la 8 y
16 para ser sometidas a digestion. Carril 1: Control negativo. Carril 2: Marcador de peso
molecular. Carril 3: Clona “Q”. Carril 4: Clona “R”. Carril 5: Clona “S”.
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Para corroborar y seleccionar a la transconjugante que se emplearia en los
experimentos siguientes, se procedieron a realizar digestiones empleando ADN
plasmidico de la clona denominada “S”, asi como también a la clona 25, la cual
corresponde a A. brasilense 102-C con el vector vacio (control); los resultados se
muestran en la Fig. 18.

8000 pb , <€——7053pb
6000 pb ooy P

5000 pb
4000 pb
3500 pb
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<€—1099 pb

500 pb
—>
A 4

250 pb

Fig. 18. Digestion de clonas S y 25.
Digestidon con las enzimas Kpnl y EcoRIl a las clonas “S” y 25. Carril 1: Clona “S” (A.
brasilense 102-C (pJB3Tc20-pdgcC). Carril 2: Marcador de peso molecular. Carril 3: Clona
25 (A. brasilense 102-C (pJB3Tc20).

Finalmente, y con la intencion de sobreexpresar al gen dgcC, se realizd6 una
conjugacion entre A. brasilense Sp245 y la clona 8 de E. coli S17.1 (pJB3Tc20-
pdgcC). Se obtuvieron las clonas A2 y A40. En la figura 19 se presenta el dato
obtenido.
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Fig. 19. Digestion de clona A2 y A40.

Con las enzimas Kpnl y EcoRI se realiza analisis de restriccion a las clonas “S” y 25.

Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2: Clona A2 (A. brasilense Sp245 + pJB3Tc20).
Carril 3: Clona A40 (A. brasilense Sp245 + pJB3Tc20-pdgcC).

7.7. Modificacion de la construccion pJB3Tc20-pdgcC
Para eliminar posibles interferencias en la transcripcion del gen dgcC, se procedio
a eliminar el promotor /ac del plasmido pJB3Tc20 mediante la restricciéon con la
enzima Sall. Debido a que el marcador de seleccion Tc se elimind, se procedio a
clonar el casete de resistencia a Km (proveniente del plasmido pJMS-Km) en el
sitio EcoRV. En la Fig. 20 se visualiza el procedimiento seguido y las
construcciones intermedias obtenidas.
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Fig. 20. Modificacion del plasmido pJB3Tc20-pdgcC

Partiendo de la construcciéon pJB3Tc20-dgcC, se procedié a eliminar el promotor /ac del
plasmido empleando la enzima de restriccion Sall; sin embargo, este corte elimind de
manera total el gen tetR y aproximadamente 257 pb correspondientes al gen tetA, por lo
que el marcador de seleccidon a tetraciclina se anulé. Se decidid clonar el casete de
resistencia a Km (proveniente del vector pJMS-Km) a la construccién empleando el sitio de
corte EcoRV, obteniendo la construccion pJB3Tc20/Km-pdgcC.
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Obtenida la construcciéon pJB3Tc20/Km-pdgcC, se procedid a realizar la
transformacion en E. coli DH5a. Las transformantes se seleccionaron mediante
PCR en colonia (resultado no mostrado). Debido a que al realizar el corte con la
enzima EcoRV se producen fragmentos romos, el casete de Km pudo haber sido
insertado en direccion 523’ o direccion 3'>5'. En la Fig. 21 se visualizan las
posibles direcciones que pudo haber adquirido este casete.

743 pb

/\H 999 pb

= | PstI (731)

‘\
N
N

N
2N
/l/eof/ ) \\
f’o N\
» \
|

pIB3Tc20/Km(5'->3')-pdgcC
7944 bp

promotor dgcC

pIB3Tc20/Km(3'->5")-pdgcC
7944 bp

Fig. 21. Posibles direcciones del casete de Km en la construccion pJB3Tc20/Km-
pdgcC

Debido al corte romo efectuado por la enzima EcoRV, se usaron las enzimas BamH| y Pstl
para la seleccion del casete de Km en direccion deseada. Si el casete de Km se
encontraba en direccion 523, el corte con BamHI y Pstl arrojaria un fragmento de 743
pb; si por el contrario, el casete se encontraba en direccion 3'>5’, el corte con las enzimas
arrojaria un fragmento de 999 pb.

Las transformantes fueron sometidas a digestiones empleando las enzimas Pstl y
BamHlI, para escoger aquellas que poseyeran el casete de Km en direccién 523’;
los resultados se presentan en la Fig. 22.
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Fig. 22. Seleccion de clonas E. coli DH5a con la construcciéon pJB3Tc20/Km-pdgcC
Las transformantes de E. coli DH5a con la construccion pJB3Tc20/Km-pdgcC, fueron
sometidas a PCR en colonia (resultados no mostrados). Se seleccionaron dos clonas que
presentaron amplificado, a las cuales se les realizé extraccion plasmidica y restriccion con
las enzimas BamHI| y Pstl. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2: Clona EK1
digerida con BamHlI. Carril 3: Clona EK14 digerida con BamHI. Carril 4: Clona EK14
digerida con BamHI y Pstl. Carril 5: Clona EK28 digerida con BamHlI. Carril 6: Clona EK28
digerida con BamHI y Pstl. Carril 7: Clona EK47 digerida con BamHI. Carril 8: Clona EK47
digerida con BamHl y Pstl.
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Se selecciono la clona EKA47 para realizarle extraccion plasmidica y con éste,
transformar a E. coli S17.1 Las transformantes fueron sometidas a PCR vy
digestion con enzimas (resultados no mostrados). Corroborada la clona, se
procedi6 a realizar la conjugacion con A. brasilense Sp245, A. brasilense 102-C y
las respectivas cepas etiquetadas con la proteina verde fluorescente: A. brasilense
Sp245 (pMP2444) y A. brasilense 102-C (pMP2444). Las transconjugantes fueron
sometidas a PCR empleando los oligonucleétidos reversos para el fragmento
pdgcC y el casete de Km, esperando un amplificado de 1923 pb. Los resultados se
muestran en la Fig. 23.
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Fig. 23. PCR para amplificar el fragmento pdgcC-Km

Posterior a la conjugacion entre E. coli S17.1 y las distintas cepas de A. brasilense, las
transconjugantes fueron seleccionadas mediante PCR empleando los oligonucleétidos
reversos para pdgcC y el casete de Km, esperando un amplificado de 1923 pb. Carril 1:
Clona AK-16. Carril 2: Clona AK-19. Carril 3: Marcador de peso molecular. Carril 4: Clona
AK-52. Carril 5: Clona AK-33.
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7.8. Analisis de fenotipos

7.8.1. Determinacion de formacion de biopelicula

Obtenidas las cepas a evaluar, el primer ensayo que se realizo fue la formacion de
biopelicula empleando la técnica descrita en materiales y métodos. Los resultados
se presentan en la Fig. 24.

Como se ilustra en la grafica, la cepa mutante presenta alrededor de un 40% de
disminucién de biopelicula con respecto a la cepa silvestre. Por otra parte, la cepa
complementada no presenta una diferencia estadisticamente significativa cuando
es comparada con la cepa mutante. Contrario a lo esperado, la cepa AK-16 (sobre
expresion de la proteina DgcC) presentd una disminucién en la capacidad de
formacion de biopelicula con respecto a la cepa silvestre.

Ensayo de biopelicula normalizado
(CV/img de proteina)
10
8
6
4
2
0
WT 102-C AK-19 AK-16 AK-25

Fig. 24. Ensayo de formacion de biopelicula.

Los ensayos de formacion de biopelicula fueron llevados a cabo de acuerdo con la técnica
descrita en el apartado de materiales y métodos. Las placas fueron incubadas a 30 °C en
condiciones estaticas durante 3 dias. Los resultados mostrados fueron producto de 3
experimentos independientes. La normalizacion de la biopelicula se efectu6é cuantificando la
concentracion de proteinas presente en la muestra.*= Presenta diferencia estadistica
significativa con respecto a la cepa silvestre. WT: A. brasilense Sp245; 102-C: A. brasilense
dgcC::GusA-SmR; AK-19: A. brasilense 102-C (pJB3Tc20/Km-pdgcC); AK-16: A. brasilense
(pdB3Tc20/Km-pdgcC); AK-25: A. brasilense 102-C (pJB3Tc20/Km).
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7.8.2. Determinacion de produccion de EPS empleando Rojo Congo
(RC)
Posteriormente, se analizo si la produccidén de EPS se encontraba alterada en las
cepas obtenidas, para lo cual se empleé el colorante RC, empleado para
identificar bacterias del género Azospirillum debido a la afinidad que presenta
hacia los EPS producidos por éstas. La técnica empleada se encuentra descrita en
la seccion de Materiales y métodos.
De acuerdo con los resultados (mostrados en la Fig. 25), las cepas evaluadas no
mostraron una diferencia estadisticamente significativa entre ellas.

Produccién de Exopolisacaridos Normalizada
(ug de RC unidos a exopolisacaridos/mg de proteina)
3
2.5
2
1.5
1
0.5
0
102-C AK 19 AK 16 AK 25

Fig. 25. Ensayo de produccion de EPS

Al igual que en el ensayo de produccién de biopelicula, los datos obtenidos fueron
normalizados determinando la concentracion de proteinas mediante el método de Bradford.
Los resultados fueron producto de 3 experlmentos independientes. WT: A. brasilense Sp245;
102-C: A. brasilense dgcC::GusA- Sm®; AK-19: A. brasilense 102-C (pJB3Tc20/Km-pdgcC);
AK-16: A. brasilense (pJBBTcZO/Km-pdgcC) AK-25: A. brasilense 102-C (pJB3Tc20/Km).

7.8.3. Estandarizacion de formacion de biopelicula empleando las
cepas etiquetadas con la proteina verde fluorescente, calcofluor y
microscopia confocal
Con la finalidad de evaluar la presencia de EPS en la biopelicula, se empled
calcofluor, un fluoréforo con afinidad hacia los compuestos que presentan enlaces
B-1,3 y/o B-1,4 de acuerdo con la técnica descrita en el apartado anterior.
Se emplearon concentraciones de 0.001%, 0.05% y 0.1% de calcofluor. Para
experimentos posteriores se empled la concentracién de 0.05%, debido a que el
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calcofluor 0.001% no era suficiente para la tincion de los EPS y la concentracion
0.1% favorecia a una alteracion estructural de la biopelicula. De igual manera, el
calcofluor permitio observar las diferencias morfolégicas de los micoorganismos
embebidos en la biopelicula. Los resultados se presentan en la Fig. 26.

a) Merge Calcofluor
Fig. 26. Estandarizacion de formacién de
biopelicula empleando calfofluor y
microscopia confocal
Para la estandarizacién de esta técnica se empleé
la cepa A. brasilense Sp245 (pMP2444). La
visualizacion de la biopelicula se realizd
empleando un objetivo 60X. Los resultados
presentados corresponden a un tiempo de
incubacion de 3 dias con las condiciones descritas
anteriormente.

a) Biopelicula afadiendo calcofluor al

0.001%.
b) Biopelicula afiadiendo calcofluor al 0.05%.
c) Biopelicula afiadiendo calcofluor al 0.1%

eGFP Campo claro

b Por otra parte, el empleo de calcofluor permitioé
Merge Calcofluor visualizar la presencia de estructuras morfolégicas
tipo quiste y bacilares.

/

Quistes

Campo claro

c Merge Calcofluor

Bacilos

eGFP Campo claro
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7.8.4. Formacion de biopelicula y visualizacion de EPS empleando las cepas
etiquetadas con la proteina verde fluorescente, calcofluor y microscopia
confocal.

De acuerdo con los resultados del experimento anterior, se decidi6 emplear
calcofluor al 0.05% (Fig. 27).
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A. brasilense
Sp245

A. brasilense
102-C

Grosor:
33.0 um

A. brasilense
AK-33

Grosor:
22.5 uym

A. brasilense
AK-52

Fig. 27. Biopelicula empleando calcofluor después de 3 dias de incubacion.
En la leyenda se describe el grosor o altura de la biopelicula. Las imagenes fueron
obtenidas empleando un microscopio confocal Nikon C2+ y un objetivo 20X. A.
brasilense 102-C: dgcC::GusA-SmR (pMP2444); A. brasilense AK-33: A.
brasilense 102-C(pJB3Tc20/Km-pdgcC+pMP2444); A. brasilense AK-52: A.
brasilense WT (pJB3Tc20/Km-pdgcC+pMP2444).

7.8.5. Visualizacion de ADN extracelular (ADNe) en biopelicula
empleando yoduro de propidio
Con la finalidad de evaluar si la mutacién del gen dgcC o la sobre expresion del
mismo representaba una alteracion en cuanto a la presencia de ADNe, se empled
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yoduro de propidio [1uM] tal como se indica en el apartado de Materiales y
meétodos.

De acuerdo con los resultados anteriores, la cepa A. brasilense 102-C presento
una pobre produccién de biopelicula, ademas que ésta poseia un patron
estructural irregular.

Por otra parte, conveniente notar que en la cepa sobre expresada (A. brasilense
AK-52) se observaron cumulos de ADNe que pudiesen deberse a microcolonias
no viables (Fig. 28).

a)

eGFP Yoduro de propidio Merge

Continuacion siguiente pagina
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b)

eGFP Yoduro de propidio Merge

eGFP Yoduro de propidio Merge

10 pm

Continuacion siguiente pagina
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d)

eGFP Yoduro de propidio Merge

Fig. 28. Visualizacion de ADNe en biopelicula empleando yoduro de propidio

Para la visualizacion del ADNe se empledé yoduro de propidio como se describe en el
apartado de Materiales y meétodos. Se presentan imagenes correspondientes a la
fluorescencia verde (eGFP), roja (yoduro de propidio) y un merge o superposicion de
éstas. De igual manera, se adjunta una vista lateral de la biopelicula. Las imagenes
presentadas fueron representativas de 3 experimentos independientes. En cada
experimento se analizaron al menos 3 campos. a) A. brasilense Sp245 (pMP2444), b) A.
brasilense 102-C (pMP2444), c) A. brasilense AK-33, d) A. brasilense AK-52.
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8. Discusion

En este trabajo se construy6é un plasmido que porta el gen silvestre dgcC para
realizar la complementacién genética de la mutante A. brasilense 102-C
(Fernandez-Dominguez, 2013), la cual present6 un retraso en el crecimiento,
disminucién en formacién de biopelicula y movilidad de acuerdo con lo reportado
por Romero-Pérez (2015).

Este gen (dgcC) se encuentra constituido por 885 pb, las cuales codifican para
una proteina con una longitud de 294 aminoacidos. Esta presenta un dominio REC
en el extremo N-terminal y un dominio GGDEF en su extremo C-terminal. Este
dominio es caracteristico de proteinas con actividad diguanilato ciclasa (Romling
et al., 2013,2a).

Las diguanilatos ciclasas, encargadas de sintetizar al di-GMPc, presentan un
dominio denominado como GG(D/E)EF, denominado asi por la alta conservacion
de los aminoacidos presentes en su sitio catalitico (Gly-Gly-Asp/Glu-Glu-Phe).
Ademas de éste, también es importante el sitio inhibitorio, representado por una
secuencia RXXD (Povolotsky et al., 2012; Romling et al., 2013,2a).

Al alinear la secuencia de aminoacidos de la proteina DgcC con las proteinas PleD
de Caulobacter crescentus (Aldridge et al., 2003) y WspR de Pseudomonas
aeruginosa (Malone et al., 2007), ambas DGC ampliamente estudiadas, arrojé que
el motivo GGDEF el sitio inhibitorio se encuentran completamente conservados,
asi como el dominio REC, por lo que, se infiere que la proteina funcionaria como
DGC.

Este segundo mensajero, se encuentra involucrado en multiples funciones dentro
de la célula, entre las que destacan el cambio de estilo de vida, virulencia,
produccion de EPS y otros (Waters et al., 2012; Cooley et al., 2016).

Por consiguiente, la mutacion en genes que codifican para enzimas con actividad
DGC generan una disminucion en los niveles intracelulares de esta molécula, lo
que tiene como consecuencia una disminucion en la formacion de biopelicula,
aumento en la movilidad celular y alteraciones en su virulencia (Newell et al.,
2011; Banhart et al., 2014; Chaudhuri et al., 2014; Castro et al., 2015).

Sin embargo, la mutacion del gen dgcC origin6 una disminucion en la formacion de
biopelicula, resultado esperado de acuerdo con la literatura; al contrario de lo
esperado la bacteria presenté una disminucion en la movilidad, resultado
inesperado a lo presupuesto, debido a que la mutacion en una DGC propicia una
disminucién en los niveles intracelulares del di-GMPc que favorece el aumento en
la movilidad celular. Ademas, esta mutacién provocé un retraso en el crecimiento
de la cepa A. brasilense 102-C. Por tal razon, Romero-Pérez (2015) concluy6 que
este gen es funcional, pero presentaba un comportamiento no candnico con
respecto a lo descrito en la literatura. Por tal razon se decidié realizar una
complementacidon genética empleando el vector pJB3Tc20 y confirmar la actividad
del gen anteriormente mencionado.
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Para la seleccion de un vector empleado en Azospirillum brasilense, deben
considerarse distintos aspectos, entre los que destacan la aplicacion a lo que se
destinara el vector y el método de transformacion empleado. En Azospirillum se
han descrito vectores estables, de amplio rango de hospedero y suicidas.

Los vectores suicidas se emplean en la generacion de mutantes mediante
recombinacion homdloga, mutacion por transposicion o intercambios
cromosomales, mientras que los vectores estables permiten realizar ensayos de
complementacidn génica, bancas genomicas, analizar la expresién de genes o
inclusive como portadores de genes reporteros para estudiar el comportamiento
bacteriano (Pereg et al., 2015).

En el trabajo realizado se empled el plasmido pJB3Tc20 para la complementacion
genética. Este, presenta el replicon RK2, el cual ha sido demostrado ser estable
en 29 especies de bacterias Gram-negativas (Blatny et al., 1997). Dicho plasmido
posee, entre sus caracteristicas importantes, el promotor /ac y casetes de
resistencia a Tc y Amp en su secuencia.

Al inicio de esta investigacion, se decidio clonar el gen dgcC y su propio promotor
rio abajo del promotor /ac y en el mismo sentido de transcripcion; sin embargo, la
cepa con esta construccion formaba agregados con mayor rapidez y frecuencia
que las cepas mutante y silvestre (resultados no mostrados).

Trabajos recientes llevados a cabo por nuestro grupo, demostraron que el
promotor lac en A. brasilense Sp245 presenta una expresion constitutiva; por tal
razon se decidié modificar dicho vector, eliminando tal promotor de su secuencia,
obteniendo un vector carente de promotor y con un casete de seleccion de
resistencia a Amp. Debido a que A. brasilense el modelo de estudio es resistente
natural a este antibiético, se procedidé clonar un casete de resistencia a Km en el
plasmido. Esta construccion (pJB3Tc20/Km®) podra servir en un futuro para
distintos experimentos de complementacion génica, debido a su bajo numero de
copias, al marcador de seleccion clonado y a su estabilidad en Azospirillum.

Por otra parte, la eliminacidn del casete de resistencia a Tc del vector pJB3Tc20,
podria proporcionar mejores resultados al analizar la formacién de biopelicula en
las cepas que posean este vector, debido a que se ha demostrado que factores
como la superficie, la edad del cultivo, temperatura y presencia de ciertos
antibidticos disminuyen la capacidad de las bacterias para formar biopelicula.

Se ha demostrado que las bacterias presentan una mejor adhesion a superficies
hidrofébicas, como el poliestireno o polivinilo, en comparacién con superficies
hidrofilicas como el vidrio.

De igual manera se demostr6 que la presencia de Tc en el medio tuvo como
consecuencia una marcada disminucidn de la adhesion celular a la superficie en la
que se encontraba (Dufréne et al., 1996)

La mutacion del gen dgcC llevada a cabo por Fernandez-Dominguez en el 2013
pudo haber originado una mutacion polar. Esta mutacién se realiz6 mediante la
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insercion del gen reportero de la glucuronidasa y un casete de resistencia a Sm.
Empleando el promotor del gen en evaluacion, la expresion del reportero se
visualizo en la fase estacionaria del cultivo bacteriano. Por tal razén, se concluy6
que el promotor era funcional y, cuantificando la actividad enzimatica del reportero,
podriamos referir a que es un promotor fuerte. No obstante estudios mas
detallados deberan confirmar esta sugerencia.

Los datos obtenidos en relacion a la complementacion no fueron los esperados.
En efecto al analizar la cepa complementada, ésta no presenté una diferencia
significativa respecto a la mutante y, por consiguiente, tampoco presentd una
restauracion del fenotipo al ser comparada con la cepa silvestre. Este
comportamiento pudiera explicarse por el contexto genético donde se realizé la
complementacion.

Por otra parte, el casete de resistencia a Sm fue insertado en direccién 52>3’, la
cual es la direccion de la transcripcion del gen dgcC. Esto pudo haber ocasionado
una sobre expresion del gen rio abajo al gen dgcC.

De igual manera el estudio realizado con el etiquetado de las cepas obtenidas
permitio visualizar la estructura de la biopelicula, observando una alteracion en las
cepas mutante, complementada y sobre expresada en la produccion de EPS, que
sugiere la modificacion de la estructura tridimensional de la biopelicula, apoyando
los datos obtenidos en la cuantificacion de la biopelicula Figuras 24, 25y 27. Es
tentador especular que la DgcC a través de la produccion de di-GMPc podria
participar en la regulacion de la expresion de los genes que codifican para la
produccion de los EPS.

Si el gen 6449869 forma parte de un operdn regido por el promotor del gen dgcC o
si al realizar la mutacidn de éste se generdé una mutacion polar, la transcripcion del
gen codificante para la proteina con dominio Nudix pudo verse disminuida o
inhibida.

El gen rio abajo a dgcC, AZOBR_100205 o con numero 6449869, se encuentra
constituido por 552 pb. Este gen codifica para una proteina putativa, la cual
presenta un dominio Nudix. La familia Nudix, constituye un grupo de enzimas de
actividad hidrolasa presentes en organismos eucariotes, procariotes y arqueas.
Estas catalizan la degradacion de nucledsidos difosfato unidos a un motivo (X) a
nucledsidos monofosfato y fosfato unido a (X) (Ismail et al., 2003). Presentan un
motivo  caracteristico  constituido por 23 residuos aminoacidicos,
GXsEX7REUXEEXGU (donde U corresponde a un residuo hidrofébico, mientras
que X a cualquier aminoacido) denominado como caja Nudix (McLennan 2006;
Rodionov et al., 2008; Ogawa et al., 2008). Entre los sustratos de estas enzimas
se encuentran coenzimas, dNTPs, NTPs, NAD, NADP, NADH, ADP-ribosa y otros
compuestos (Ooga 2009; Sang et al., 2013; Dong et al., 2016). Debido a la amplia
variedad de sustratos que presentan estas enzimas, han sido denominadas como
‘housecleaning”, ya que presentan la capacidad de degradar moléculas que en
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altas cantidades pudieran ser perjudiciales para el desarrollo del organismo,
manteniendo asi la homeostasis celular (Dong et al., 2016).

Un estudio reciente, se identificd el gen nudC que codifica para una hidrolasa de la
familia Nudix, presente en el patégeno de humanos Pseudomonas aeruginosa y
su contraparte en el patdgeno vegetal P. syringae. La mutacion de este gen en P.
syringae causO en ésta un retraso en el crecimiento, una baja produccion de
biopelicula asi como también una disminucién en la movilidad bacteriana. Por otra
parte, la expresion y purificacion de esta proteina demostré que presenta afinidad
hacia el NADH (Modzelan et al., 2014).

Los fenotipos observados en la cepa de P. syringae mutante de nudC son
similares a los presentados por la cepa de A. brasilense 102-C (dgcC::GusA-
SmR), por lo cual podriamos inferir que el gen 6449869 que codifica para una
proteina con dominio Nudix y que se encuentra rio abajo del gen dgcC, podria el
causante de los fenotipos observados en la mutante anteriormente mencionada.

Tal como se describid anteriormente en P. aeruginosa y P. syringae (Modzelan et
al., 2014), esta hidrolasa pudiese estar implicada en la degradacién de alguna
molécula difosfatada implicada en la regulacion bioquimica de la bacteria, razén
por la cual las cepas mutantes y complementadas presentan comportamientos
similares.

Por otra parte, se podria hipotetizar que la insercion del casete de Km provoco una
sobre expresion del gen 6449869, el cual pudiera estar involucrado en la
degradacion del di-GMPc (Ver Fig. 9). De acuerdo con los resultados de la
biopelicula, en las cepas mutante y complementada los niveles de este segundo
mensajero pudieran estar disminuidos, observando el comportamiento descrito.
Experimentos futuros deben ser enfocados en determinar si la disminucion de la
movilidad en la cepa complementada permanece o el comportamiento es parecido
al presentado por la cepa silvestre.

Por otra parte, sera necesario analizar si la expresion del gen 6449869 se
encuentra alterada, dando la pauta para realizar una complementacion dual.

Finalmente, seria relevante establecer la funcion efectuada por el gen 6449869
codificante para la hidrolasa Nudix. La funcién de éste tipo de enzimas ha sido
descrita en modelos bacterianos como E. coli, P. aeruginosa o Mycobacterium, o
en organismos eucariotes como A. thaliana (Munoz et al., 2006; Lin et al., 2009;
Moreland et al., 2013; Modzelan et al., 2014)

No existen reportes de éstas en A. brasilense, por lo cual seria necesario realizar

la mutacion del gen y/o expresion de la proteina y analizar los sustratos hacia los
que presenta afinidad.
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9. Conclusiones

- Los experimentos de formacion de biopelicula y produccién de EPS demostraron
gue no existe una restauracion fenotipica en la cepa complementada con respecto
a la cepa de A. brasilense Sp245.

- Se logré estandarizar una técnica para visualizar la presencia de EPS en
biopelicula empleando calcofluor y microscopia confocal.

- De igual manera, se establecié un protocolo efectivo para visualizar la presencia
de ADNe en las biopeliculas empleando yoduro de propidio.

10. Perspectivas

- Con los resultados obtenidos, acompanados del analisis in silico, se podria
hipotetizar que el gen rio abajo a dgcC, denominado nudD y con numero de
acceso 6449869, se encuentra involucrado en los fenotipos observados.

- Este gen, nudD, codifica para una proteina que presenta un dominio Nudix, el
cual se ha descrito que posee la capacidad de degradar nucleésidos di- y tri-
fosfatos, por lo que podria estar involucrado en el metabolismo del di-GMPc.

- Analizar si los genes 6449869 (dominio Nudix) y 6449870 (DgcC) forman parte
de un operdn mediante una RT-PCR o Northern Blot.

- Evaluar si la mutacion por insercion inhibié o alterd la tasa de transcripcion del
gen 6449869.

- Realizar una mutacion por delecion del gen 6449869 para posteriormente realizar
la complementacion del mismo.

- Con la finalidad de alterar en menor medida el contexto genético en el que se
encuentra el gen dgcC, se podria efectuar una mutacion por deleciéon del mismo
empleando un plasmido suicida. Posterior a la delecion se podria realizar la
complementacién del mismo y analizar los fenotipos resultantes.

- Llevar a cabo una doble mutante de los genes anteriormente mencionados y
realizar la respectiva complementacion.

- Cuantificar los niveles intracelulares de las cepas mutante dgcC, complementada
dgcC y demas cepas resultantes de las propuestas anteriores.
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12. Anexos

Medio LB Modificado

Volumen
Componente 100 ml
Peptona de caseina 1.0g
Extracto de levadura 0.5¢g
NaCl 0.5¢g
CaCl,.2H,0 0.0367 g
Agar bacteriol6gico 159

Medio SOC
Volumen
Componente 100 ml
Peptona de caseina 2049
Extracto de levadura 0.5¢g
NaCl 0.058 g
KCI 0.0186 g
MgCl, 0.095 ¢
Glucosa 0.36g

pH 7.0 con NaOH [1 N]

Medio K-Malato

Volumen
Componente 100 ml
KH2PO4 0.087 g
KoHPO4 0.167 g
MgS0O4.7H,0 0.02g
NaCl 0.01g
Acido malico 05¢g
CaClz [2%] 0.1 ml
FeCls [1%] 0.1 ml
NaxMo04.2H,0 [0.2%] 0.1 ml
NH4CI [20%] 0.5 ml
Sol. Oligoelementos 0.1 ml

pH 6.8 con KOH [10%)]

pH 7.0 con NaOH [1 N]

Medio Nfb

Volumen
Componente 100 ml
KoHPO4[10%] 0.5mil
MgS0O4.7H,0 [10%] 0.2 mi
NaCl [10%] 0.1 mil
CaCl,.2H,0 [1%] 0.2 mi
Fe.EDTA [1.64%] 0.4 mi
KNO3 0.139g
Acido malico 0.37 g
Solucion de micronutrientes 0.2 ml

pH 6.5 con KOH [10%)]

Medio Rojo Congo

Volumen
Componente 100 ml
KzHPO4 0.05 g
MgS0O,.7H,0 0.02g
NaCl 0.01g
Extracto de levadura 0.05¢
Acido malico 059
FeCls [1%] 0.14 ml
Na;Mo004.2H,0[0.1%] | 0.2 ml
Rojo Congo [0.25%] 1.5 ml
Agar bacteriol6gico 1.5¢

pH 6.8 con KOH [10%)]
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