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1. Resumen

Azospirillum baldaniorum Sp245 es una bacteria de vida libre que destaca por su capacidad
de asociarse con plantas de forma simbidtica, favoreciendo el desarrollo de las mismas
mediante distintos mecanismos que incluyen el incremento de pelos reticulares o la
facilitacion en la captacion de nutrientes al actuar como una bacteria fijadora de nitrogeno,
para que estos procesos puedan ocurrir es necesario una asociacion bacteria-planta exitosa,
esto requiere de una estructura de anclaje y resistencia conocida como biopelicula, misma
que esta regulada por dos elementos clave, el procesos de comunicacion celular o guorum
sensing y la produccién del segundo mensajero di-GMPc, siendo este el encargado de
favorecer la formacion de la biopelicula al generar cambios funcionales y estructurales en la
célula, este segundo mensajero se encuentra regulado por 2 grupos de proteinas, las
fosfodiesterasas, proteinas con dominio EAL, encargadas de degradarlo y las diguanilato
ciclasas, proteinas que cuentan con el dominio GGDEF, encargadas de su sintesis, en esta
tesis se analizo in silico e in vitro la actividad de la proteina WP_014239228.1 (CdgCII)
proteina diguanilato ciclasa que cuenta con los dominios REC-GGDEF, para ello se recuper6
el ORF completo del gen AZOBR _RS03050 (cdgC-II), para posteriormente integrarlo en el
plasmido de expresion pGEX 4-T1, obteniendo la construccion pGEX cdgC-II, este
plasmido fue introducido en las células quimiocompetentes Escherichia coli S17.1 pDZ119,
que cuentan con un riboswitch sensible al di-GMPc. Los resultados obtenidos al compararla
con la diguanilato ciclasa ya caracterizada CdgC, demostraron que posee actividad catalitica,
esta informacion fue complementada al analizar la presencia de la proteina en distintas
especies del género Azospirillum, observando que todos los miembros analizados tienen
presente el gen cdgC-II, como parte de un clister de genes en su genoma, los andlisis
posteriores en otras bacterias asociadas a plantas mostraron que el cluster de genes asociados

a CdgClI es una cualidad de los miembros del género Azospirillum.



2. Introduccion

El suelo esconde un vasto y diverso grupo de interacciones biologicas que a simple vista no
podemos observar. Estas asociaciones son la piedra angular que permite el desarrollo de la
vida, por lo mismo, se requiere de procesos cuidadosamente regulados y adecuados que
garanticen el beneficio mutuo de quienes forman parte de dichas interacciones; un grupo
particular de individuos que destacan por su facilidad para asociarse y promover el
crecimiento de las plantas son las bacterias promotoras del crecimiento vegetal, estas se
encargan de proteger a la planta de patégenos que puedan resultar dafiinos mientras favorecen
y estimulan su desarrollo, para lograr esto, las bacterias necesitan generar una estructura que
les permita una interaccion continua y un microambiente optimo que limite las interferencias
externas, esta estructura es conocida como biopelicula, su formacién esta regulada por el
aumento de la concentracion del segundo mensajero bis (37-5") guanosin monofosfato ciclico

(di-GMPc¢) (-2

Con la finalidad de conformar la biopelicula, el di-GMPc puede actuar a diferentes niveles
en el interior de la célula, favoreciendo la produccion de exopolisacaridos, reduciendo la
motilidad o implicandose a nivel transcripcional. ¢~ Tal es su impacto en la célula, que su
metabolismo esta cuidadosamente regulado por dos grupos de proteinas conocidas como
fosfodiesterasas y diguanilato ciclasas conforme al dominio que tengan presente, las
fosfodiesterasas son proteinas que cuentan con un dominio EAL encargado de degradar al di-
GMPc en 2 moléculas de GMP, mientras que las diguanilato ciclasas son las responsables de
la sintesis de di-GMPc a partir de 2 moléculas ATP que interactian con el sitio catalitico
GGDEF presente en el dominio con el mismo nombre, el correcto funcionamiento de este
tipo de proteinas resulta clave en la capacidad de la bacteria para adaptarse y poder
sobrevivir!>?. Por lo cual, resulta fundamental entender el papel que desempefia cada una
de las proteinas presentes en la bacteria. En la presente investigacion se analizaron las
caracteristicas del gen cdgC-II que codifica la proteina CdgCII, una diguanilato ciclasa con

los dominios REC-GGDEF presente en Azospirillum baldaniorum Sp245.



3. Antecedentes
3.1 Antecedentes Generales

3.1.1 Rizosfera y bacterias promotoras del crecimiento vegetal

Definida en un primer momento por el agronomo y fisidlogo de plantas Lorenz Hiltner, la
rizosfera es la region que rodea la raiz de las plantas, misma que destaca por ser una de las
zonas con interacciones bioldgicas mas dindmicas de la tierra, en ella conviven invertebrados,
plantas y microorganismos, siendo estos ultimos, parte esencial de todas las interacciones®.
La rizosfera se puede dividir en 3 regiones distintivas, la endorizosfera (también llamada
rizosfera interna, abarca la corteza de la raiz invadida por microorganismos), el rizoplano
(ubicado entre la epidermis de la raiz y el mucilago asociado) y la ectorizosfera (la region
del suelo mas cercana a la raiz), es en esta ultima region donde se llevan a cabo la mayoria
de los intercambios entre las plantas y las rizobacterias (bacterias denominadas asi por la

region en la que se encuentran), (Figura 1)© 7
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Figura 1. Esquema de la divisién de la Rlzosfera. Se observa la complejidad y divisiones presentes en la rizosfera, la

region exterior corresponde a la Ectorizosfera, seguida del rizoplano y con la endorizosfera como la parte mas interna.

Esquema recuperado de Mc.Near, 2013.



La importancia de estas interacciones bioldgicas es clave para el desarrollo 6ptimo de todos
los implicados, por medio de exudados radiculares las plantas liberan azucares, metabolitos
secundarios o aminoacidos que llegan a representar hasta el 40% del carbono fijado mediante
fotosintesis, por su parte los microorganismos son a su vez los responsables de mantener las
condicones Optimas para el desarrollo de las plantas®, por lo que se les conoce como
bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB por sus siglas en ingles Plant Growth
Promoting Bacteria) al grupo de microorganismos que regulan el bienestar y desarrollo de la

planta mediante mecanismos directos e indirectos® (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos directos e indirectos de la promocion del crecimiento vegetal. En la figura se pueden observar las 2
vias que garantizan el desarrollo de la planta una vez colonizada la rizosfera, la MDPCYV directos se enfoca en el desarrollo de la
planta, mientras que los MIPCV indirectos reducen la presencia de microorganismos patogenos mediante la liberacién de

antibioticos. enzimas v sideroforos. figura elaborada por Juan Pablo Victoriano Notario. 2023.

Mecanismos de promocion de crecimiento vegetal directos

Son mecanismos que las bacterias utilizan para reforzar el desarrollo de las plantas mediante
liberacién de nutrientes y estimulantes al medio®®. A continuacién, se indican los

principales mecanismos:

Solubilizacién o fijacion de nutrientes: La disponibilidad de nutrientes es un elemento clave

en el desarrollo de las plantas, existen bacterias que se encargan de facilitar estos procesos,

haciendo mas sencillo para la planta poder asimilarlos.



e Fijacion de Nitrégeno: Aunque el nitrogeno conforma el 78% de la atmosfera, este
no puede ser utilizado directamente por las plantas, es ahi cuando las PGPB
intervienen mediante un proceso conocido como fijacion del nitrégeno, el proceso de
fijacion consiste en el uso de una proteina denominada nitrogenasa que ayuda a
reducir el nitrogeno atmosférico a amonio (NH3), facilitando la captacion por parte
de la planta, este proceso es regulado por mecanismos que requieren la interaccion de
diversos factores ambientales y quimicos, en el caso de Azospirillum el complejo
nitrogenasa esta regulado por condiciones como la microaerofilia o la concentracion
de NH3 en el ambiente, cuando la concentracion de NH3 es elevada, DraT, una ADP-
ribosil transferasa inhibe la dinitrogenasa reductasa al unir un grupo ADP-ribosilo a
la subunidad gamma (y), lo que impide el proceso de fijacion de nitrégeno, en contra
parte, cuando la concentracion de NH3z cae, DraG, una enzima glucohidrolasa,
interactia con el grupo inhibitorio, removiéndolo, lo que restituye la actividad
catalitica de la dinitrogenasa reductasa, permitiéndole continuar con la fijacion de

nitrogeno®1? (Figura 3).

Figura 3: Comportamiento de la nitrogenasa del género Azospirillum, a diferencia de otros complejos nitrogenasa, en el caso
de Azospirillum, la activacion del complejo nitrogenasa estd subordinada a dos proteinas clave, DraT inhibe la actividad de la
subunidad gamma en presencia de una concentracion de NH4 elevada, cuando la concentracién disminuye, DraG retira el
grupo ADP-ribosilo de la subunidad gamma, lo que reinstituye la actividad del complejo nitrogenasa. Modificado a partir de la

figura de Angel Herraez, 2024.



Mineralizacion del suelo: entre los minerales que las PGPB contribuyen a solubilizar
esta el potasio, sodio, y el fosforo, este ultimo es indispensable para el crecimiento
de las plantas, estas solo pueden absorberlo en sus formas di basica (HPO4>) o
monobasica (H2POys'), por lo que es necesario degradar el fosfato inorganico presente
en el suelo, esto lo consiguen mediante 2 procesos, el principal es mediante la
liberacién de acidos organicos, como lo son acido acético o acido malico, estos
modifican el pH del medio, acidificdndolo y facilitando la reduccion de los grupos
fosfatos inorganicos al formar complejos estables con Ca*?, Mg, Fe™ y Al'3; el
segundo proceso puede ocurrir sin la presencia de acidos organicos y es mediante la
acidificacion del medio por la liberacion de H' como parte de los procesos bioldgicos

que realiza la bacteria®!?),

Produccidén de sustancias estimuladoras: Las rizobacterias tienen la capacidad de producir

sustancias que desempefian un papel similar a las fitohormonas liberadas por las plantas,

entre ellas, las que mas destacan son auxinas, acido abscisico (ABA) y etileno®*

Auxinas: Son hormonas inductoras del crecimiento vegetal, entre ellas destaca el
acido indolacético (AIA), un compuesto que estimula el desarrollo de la raiz,
mejorando el anclaje de la planta al suelo, la captacion de nutrientes y facilitando la
division celular; Se considera que sus concentraciones en el microambiente de la
planta son cruciales para su desarrollo, en concentraciones adecuadas, favorece el
desarrollo de la raiz, sin embargo, cuando estas concentraciones se vuelven elevadas,

puede actuar como un inhibitorio del desarrollo®.

Produccién de é&cido abscisico: Hormona clave en la respuesta a estrés abidtico,

también es sintetiza por especies del género Azospirillum, actiia controlando el flujo
de agua en las plantas mediante su efecto regulatorio de las estomas, induciendo el
cierre estomatico, también contribuye a la maduracion de frutos y la inhibicion de la

germinacion de las semillas ante condiciones adversas!'?,



e Produccioén de etileno: Considerado como un regulador del crecimiento vegetal, esta
involucrado en distintos procesos del desarrollo de la planta, desde el desarrollo de
raices adventicias y pelos absorbentes hasta estadios de germinacion y senescencia
de la planta, su regulacion es muy importante, una concentracion elevada de etileno

después de la germinacion puede generar inhibicion en la elongacion radicular!?.
Mecanismos de promocion del crecimiento vegetal Indirectos

Son procesos quimicos que la bacteria lleva a cabo de manera rutinaria cuya funcion principal
no es proteger a la planta, pero estos mecanismos permiten evitar la colonizacién por

patogenos, por ejemplo:

e Induccién de resistencia sistémica: Identificada en 1991 por Klopper y Schippers, es

una ruta de sefializacion contra fitopatdgenos que mantiene a la planta alerta mediante
compuestos inductores como antibioticos, sideroforos, inclusive compuestos como el
etileno, la ventaja de un sistema de resistencia sistémica radica en preparar a la planta
sobre una posible invasion antes de que suceda, reduciendo el impacto de la

enfermedad que podria resultar perjudicial de otra forma ¢!,

e Produccion de sideréforos: Los sideroforos son compuestos que se encargan de

regular la disponibilidad de hierro en el medio, el hierro desempena un papel clave
en procesos de desarrollo celular que permiten a las células desempefiarse de manera
adecuada, por lo que una deficiencia en el medio puede ser perjudicial para
organismos patdgenos que busquen establecerse en la rizosfera, esto lo logran
absorbiendo el hierro normalmente en forma Fe** a Fe™ al interior de las raices de la

planta, lo que permite su aprovechamiento®.



3.1.2 Genero Azospirillum

Considerada una de las principales PGPB por su capacidad de favorecer el desarrollo de las
plantas al estimular el tamafio de la raiz y pelos radiculares, el estudio de Azospirillum tiene
sus comienzos con el primer miembro aislado y reportado en 1925 por Martinus Willem
Beijerink recibiendo el nombre de Spirillum lipoferum, la investigacién del género se vio
limitada durante mucho tiempo por la falda de medios y técnicas para su aislamiento e
identificacion, fue hasta el afio 1984 donde el género Azospirillum fue retomado y descrito

por Krieg y Débereiner!®).

Actualmente se conocen 27 especies distintas del género Azospirillum, de estas se han
descrito al menos 23 especies: A. halopraeferens, A. largimobile, A. doebereinerae, A.
Oryzae, A. melinis A. Canadense, A, zeae, A. rugosum, A. piscis, A. palatum, A. thiophilum,
A. formosense, A. humicireducens, A. fermentarium, A. himalayense, A. soli, A agricola, A.
griseum, A. palustre''), tanto A. amazonense como A. irakense fueron reclasificadas a
Nitrospirillum amazonense™ y Niveispirillum irakense™, por su parte, la cepa A.
ramasamyi fue descrita en un primer momento como Azospirillum Sp. M2T2B2!? teniendo
un caso similar con A. baldaniorum Sp245, antes conocida como 4. brasilense Sp245@% y
A. argentinense quien se ha propuesto como una reclasificacion de una cepa previamente

clasificada como A. brasilense Az39?Y,

3.1.3 Caracteristicas del género Azospirillum

Formando un subgrupo dentro de la familia Rhodospirillaceae, este tipo de a-proteobacterias
de vida libre se caracterizan por su forma de varilla ligeramente curvada, carecen de la
capacidad de producir esporas, pero algunos miembros pueden formar quistes a base de
granulos de polihidroxibutirato, de una tincién Gram negativa, las células se caracterizan por
su elevada movilidad con multiples flagelos laterales, pero con un tnico flagelo polar de

mayor tamafio 2.

Las especies del género Azospirillum se distribuyen a lo largo de regiones tropicales,
subtropicales, asi como templadas, este tipo de bacterias se ha aislado en mayor medida en
raices de plantas o el suelo, también se ha visto su presencia en ambientes contaminados o

con condiciones extremas, esto lo logra por medio de cambios en su estructura fisiologica
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que va desde la perdida de movimiento hasta la liberacion de exopolisacaridos, pasando de
una forma de baston a una mas ovalada, lo que le brinda proteccidn adicional contra radiacion
ultravioleta, shock osmético o disminucion de nutrientes, entrando en un estado de latencia
donde puede sobrevivir hasta que las condiciones se vuelvan favorables, si a esto se le suma
su capacidad de aprovechar multiples fuentes de carbono o nitrogeno y su capacidad de
internalizarse al interior de la raiz, se obtiene un microorganismo capaz de sobrevivir en un

ambiente tan competitivo como lo es la rizosfera®-24.

3.2 Antecedentes especificos

3.2.1 Seimalizacion bacteriana: Sistemas de Dos Componentes.

Como el gran y diverso nicho ecologico que es la rizosfera, es necesario que los
microorganismos que la habitan puedan identificar adecuadamente las caracteristicas y
cambios del medio que los rodea, para ello, las bacterias emplean diversas estrategias que les
permiten detectar las concentraciones de oxigeno, amoniaco, luz, 6xido nitrico, pH, entre

otros inductores®,

Entre los distintos mecanismos que utilizan las bacterias se encuentran los sistemas de
sefnalizacion de dos componentes (SDC), estos SDC estan constituidos por una quinasa
sensora (también llamada histidina quinasa/HK) y un regulador de respuesta (RR),
interactuando mediante la transferencia de un grupo fosfato en residuos conservados de

histidina (His) y aspartato (Asp) respectivamente**27.

Las histidina quinasas se encuentra en regiones especificas de las células como lo es la
membrana celular, ubicacion donde puede estar en contacto directo con el medio externo y
responder de manera rapida a los estimulos y cambios del mismo, es posible separar la
proteina en 2 regiones principales para su estudio, primero tendriamos la parte anclada a la
membrana que cuenta con regiones transmembranales, siendo la encargada de detectar los
estimulos ambientales, la segunda parte, corresponde a la region interna de la proteina donde

podemos encontrar los dominios encargados de transmitir la sefial 7.

Una vez que se ha emitido una sefal, es necesario contar con proteinas especializadas en
emitir una respuesta, las cuales deben ser lo mas rapidas, regulables y especificas posibles®.

En el caso de los SDC el RR es el encargado de esto, estas proteinas cuentan con 2 regiones

11



principales: un dominio receptor donde se localiza el aspartato conservado, este se encarga
de actuar como un andamio de relevo para el grupo fosfato que se encuentra en la histidina
presente en la proteina sensora, el otro dominio es mucho mas variable dependiendo del
enfoque y mecanismos que regule este sistema, desde un sistema enzimatico como lo son las
diguanilato ciclasas o fosfodiesterasas, como un regulador de expresion genética en el caso
del sistema NarX/NarL que favorecen la transcripcion de genes asociados a la sintesis de
nitratos en el género Escherichia coli o sistemas mas complejos que hacen uso de

intermediarios como lo es CheY en los SDC hibridos ?3-29,

Los SDC se pueden clasificar conforme a la ruta que sigue el proceso de fosforilacion, los
simples o canodnicos son aquellos que una vez el estimulo es detectado, se favorece la
autofosforilacion de la HK dependiente de ATP, una vez fosforilada, el RR se encarga de
recibir el grupo fosfato en el residuo de Asp conservado, emitiendo una respuesta; Cuando el
estimulo ya no es necesario, se libera como fosfato inorganico mediante la accion fosfatasa

de la histidina quinasa hibrida®® (Figura 4).
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Figura 4. Sistema de 2 componentes simple o canénico. En este sistema solo se implica la actividad de una proteina
sensora con 2 dominios: un dominio sensor o sensor quinasa (SK) y un dominio catalitico, en este caso una histidina
quinasa (HK), asi como un regulador de respuesta compuesto por un dominio receptor (DR) y un dominio efector (DE),
Figura realizada por Juan Pablo victoriano Notario a partir del articulo de Teran-Melo ef al, 2019; Francis y Porter,

2019.
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El otro tipo de SDC es conocido como sistema de sefializacion de fosfo-relevo o hibrido,
cuenta con un paso adicional que regula la interaccion entre el residuo Histidina del sistema
sensor y el Aspartato del regulador de respuesta, este paso adicional lo crean la adicién de un
dominio receptor (similar al del RR) y el dominio intermediario en la transferencia (HPt)
que se puede encontrar dentro de la HK o como una proteina individual y soluble cuya
caracteristica principal es la presencia de un residuo His conservado, la interaccioén con el
grupo fosfato mantendra la siguiente secuencia: la bacteria detecta un cambio en el medio
que la rodea (estimulo), responde a este estimulo utilizando ATP como fuente del grupo
fosfato para la union al residuo His conservado (H1), el grupo P es transferido al residuo Asp
del dominio receptor (D1), esto da paso a la transferencia al dominio intermediario que posee
la otra His conservada (H2) y finalmente se transfiere al residuo de Asp presente en el
dominio receptor del RR (D2), la transferencia del grupo fosfato genera cambios
conformacionales en la proteina que pueden terminar influyendo en la regulacion de la
expresion genética, tal como lo hace un SDC candnico, adicionalmente la HK puede fungir

también como fosfatasa®®-?? (Figura 5).

. PR NN i S /z:/"’“:\
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(H1) (D1) (H2) (D2)
1
Proteina Sensora Regulador Respuesta

Figura 5. Sistema de dos componentes hibrido o de fosfo-relevo. Este sistema se diferencia del simple por la presencia
de una proteina modular de transferencia (HPt) que interactiia como un intermediario de la proteina sensora y el regulador
de respuesta, Figura realizada por Juan Pablo victoriano Notario, modificada a partir del articulo de Terdn-Melo et al.,

2019; Francis y Porter, 2019.
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3.2.2 Reguladores de respuesta con actividad de diguanilato ciclasa y su papel en la
bacteria

Entre los distintos reguladores de respuesta presentes en los SDC, se encuentran los
integrados por proteinas diguanilato ciclasa (DGC) estas enzimas son cruciales en el cambio
de un estilo de vida mévil a uno sésil al favorecer la acumulacion del segundo mensajero di-

GMPc, molécula clave en la formacion de biopelicula®?.

La primer DGC caracterizada fue en 1995 y corresponde a PleD de Caulobacter Crescentus
a manos de Hetch y Newton, este tipo de proteinas estd ampliamente distribuida en las
bacterias, estas se caracterizan por la presencia de un dominio con motivos conservados
GGDEF (Gly-Gly-Aso-Glu-Phe) o GGEEF (Gly-Gly-Glu-Glu-Phe) que a su vez constituyen
el sitio activo (Figura 6), mismo que utiliza como cofactor al manganeso (Mn*?) 0 magnesio
(Mg*?), ademas de contar con un sitio inhibitorio identificado por el motivo RxxD ¢ RxxE
que se encarga de regularlo mediante una inhibicion alostérica mediada por di-GMPc,
teniendo una distancia media de 5 aminodcidos entre cada uno pero desempefiando sus
funciones independientemente 1.
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partir de Mendes-Ortiz et al., 2005
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Para que el segundo mensajero di-GMPc sea sintetizado se requiere que las DGC adquieran
una conformacion activa, para ello la enzima debe formar dimeros, una vez que la estructura
se ha establecido, se requiere de 2 moléculas de GTP (guanosin trifosfato) que se colocan de
forma antiparalela y dan paso a la formacién de di-GMPc®?, este segundo mensajero puede
desempeniar multiples papeles al interior de la célula con la finalidad de favorecer la

formacion de una biopelicula:

Cambios en la motilidad: Los niveles de di-GMPc influyen en el comportamiento que las

células adquirirdn respecto a su motilidad y como esta puede generar cambios en la
conformacion de las colonias, la mutacion por delecion de la DGC codificada por el gen
acaty _c1319 de Acidithiobacilius Caldus genera cambios en la distribucion y motilidad de
las células en medio semi solido, las colonias pasaron de ser circulares bien delimitada a
expresar regiones de motilidad que ampliaban la circunferencia final de la colonia® (Figura

7).

Figura 7. Di-GMPc modula el comportamiento de la motilidad en A4. caldus. En la imagen se aprecian los cambios en la
motilidad de las cepas con la delecion del gen acaty ¢139 (Ac1319 10 & Ac1319 6) respecto a la cepa wildtype ATCCS51756,

se observan cambios en la morfologia de las colonias, imagen tomada por Castro-Matias, et al. 2015.
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Formacién de exopolisacéridos: Los EPS son un componente clave en la estructura de la

biopelicula, conforme la concentracién de di-GMPc aumenta, también lo hacen los EPS que

se producen (Figura 8), una de las particularidades del di-GMPc es que puede actuar a

diferentes niveles:

Activacién enzimatica: En el caso de E. coli, favorece la sintesis del exopolisacarido

PNAG (polimero de n-Acetilglucosamida) (Figura 8) gracias a su actividad en
sinergia con el operon pnagABCD, también llamado PNAG sintasa, especificamente
de la subunidad PgaD, que codifica para una proteina de membrana que favorece la
actividad de PgaC, enzima biosintética primaria en la produccion de PNAG, los
estudios realizados con la DGC YdeH demostraron su importancia en la
concentracion postraduccional de PgaD y el papel del di-GMPc para estabilizar el

complejo PgaCD @,

Regulacidn transcripcional: La celulosa es un polimero formado a partir de la unién
de multiples moléculas de B-D-glucosa (Figura 8), siendo uno los polimeros mas
abundantes en la tierra que es sintetizado por plantas, algas y bacterias, en estas
ultimas, puede desempefar un papel esencial en la formacidon y mantenimiento de la
biopelicula, los estudios realizados en Acetobacter xylinus demuestran que di-GMPc
podria estar interactuando con el promotor de la celulosa sintasa, sin embargo su papel
principal en la sintesis de celulosa es con la subunidad BesA del operon BcsABCD
(bacterial cellulose synthase), esta subunidad se considera parte esencial de la enzima
celulosa sintasa bacteriana ya que es la encargada de generar la polimerizacion de la
celulosa, el di-GMPc influye en la capacidad de BcsA de adaptar una conformacion

activa al unirse al dominio PilZ ubicado en la region C-terminal, cuando la
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concentracion decae, BesA adopta una conformacion auto inhibitoria mediante la

formacion de un loop en su estructura, lo que disminuye la produccién de celulosa.®.

A B
(i) planktonic growth
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NH
| k ¢ A

bacteria O:‘p«O o NTSNTNH,
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D = N-acetyl galactosamine (GalNAc)
PEIN PEIN PEIN
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Figura 8. Efecto de la produccion de di-GMPc en la formacion de exopolisacaridos. Conforme las bacterias pasan de
un estado plantonico a uno sésil ocurren cambios en la concentracién de di-GMPc. A) Cambios en los niveles de di-GMPc
en la formacion de biopelicula. B) Estructura del di-GMPc. C) Algunos de los exopolisacaridos producidos por las bacterias
para la formaciéon de la biopelicula, estos incluyen Celulosa, alginato, PNAG y Pel. Figura elaborada por Poulin &

Kuperman, 2021.

3.2.3 Formacion de biopelicula

La biopelicula es la acumulacion de células bacterianas en superficies bidticas y abioticas,
en el caso de las PGPB, su interaccion ocurre con las raices de las plantas, formando una
estructura bidtica, esta interaccion se ve favorecida cuando la planta libera proteinas,
metabolitos secundarios o &cidos organicos que se encargan de guiar a la bacteria de interés
hacia la raiz o el interior de esta, dandole las sefiales necesarias para iniciar cambios en su

expresion genética.®?.

Para favorecer la conformacion de la biopelicula es necesaria la comunicacion quimica
bacteriana, mediante un proceso denominado Quorum sensing (QSen), este proceso favorece
la expresion de genes acorde a la densidad poblacional de microorganismos, el OSen influye

en procesos como la transferencia horizontal de genes, la estimulacion en la produccion de
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toxinas o antibidticos o la formacion de biopelicula, las moléculas encargadas de
desencadenar el proceso de OSen van a variar de un grupo Gram a otro, pero un factor clave
es la concentracion de di-GMPc que favorece todos estos procesos (Figura 9), permitiéndole
a la bacteria sobrevivir en ambientes altamente competitivos o a cambios repentinos en el

medio que las rodea, como lo es el estrés abiotico®3+39),

Contrario a la creencia popular, la formacion de biopelicula no es solamente una estructura
bacteriana que puede causar complicaciones médicas, es una estructura ampliamente
distribuida en la naturaleza que forman un paso crucial en las interacciones simbioticas como
lo es en el caso de las PGPB y las plantas, esta estructura le brinda a las bacterias un nicho
seguro donde poder desarrollarse mientras las protege de radicales libres, compuestos

antimicrobianos, procesos

Seed bank of soil
microorganisms

4) Biofilm

de invasion y resistencia a Y
2 [
la radicacién por luz UV,

c-di-GMP T
Quorum sensing

que facilitan la produccion

{1 QROO( exudates 3) Microcolony
de compuestos Riscofiie 4/5xudms select Ly
= species that c-di-GMP

florish on roots

beneficiosos para la planta
2) Irreversible
(36-38) attachment

Mucilage 1) Reversible

attachment

Figura 9. Reclutacién de microorganismos del suelo mediante exudados radiculares. Las plantas liberan compuestos
como proteinas o metabolitos secundarios que favorecen la quimiotaxis de las bacterias necesarias para formar una simbiosis,
cuando se alcanza una determinada masa celular, se favorecen procesos como la formacion de biopelicula por medio del

Quorum sensing y mensajeros como el di-GMPc, imagen recuperada de Bhattacharyya, et al. 2023.

18



3.3 Marco de referencia

En 2019 Martinez-Baca realizo ensayos sobre la actividad diguanilato ciclasa del gen
AZOBR_RS06990 que posteriormente fue definido como cdgC. Este se encuentra en el
genoma de Azospirillum baldaniorum Sp245, de una longitud de 845 pb que codifica para
una proteina de 294 aminoacidos, en estos ensayos se decidid generar una mutante por
eliminacion del gen cdgC denominada A. brasilense 5S9C, entre sus observaciones destaca
que no hay una diferencia significativa en las curvas de crecimiento al comparar la cepa
silvestre con la mutante AcdgC, observando también cambios menores en la produccion de
biopelicula, destacando cambios en la produccion de exopolisacaridos con afinidad al
Calcofluor (Figura 10), por lo que se teorizo que la proteina CdgC esta involucrado en la
produccion de EPS con enlaces B1-3,1-4, identificando ademas 3 proteinas mas con los
mismos dominios REC-GGDEF presentes en el genoma de Azospirillum baldaniorum

Sp245.

fi

epa eGFP Calcofluor Merge

A. brasilense
Sp245

Grosor
282 1

A. brasilense
59C

Figura 10. Comparativa en la formacidon de biopelicula utilizando la cepa wildtype A baldaniorum Sp245 (antes A.
brasilense Sp245) y la mutante A. baldaniorum 59C (Antes A. brasilense 59C). Ensayo de biopelicula de 3 dias de
exposicion, observado mediante microscopia confocal, la cepa 59C corresponde a la mutante por delecién del gen cdgC,

tomado de Martinez-Baca, 2019.
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La informacion de la proteina CdgC fue complementada por Sierra-Cacho (2021), quien
facilito la visualizacion de su actividad diguanilato ciclasa mediante su expresion en un
sistema heterdlogo, utilizando un pldsmido con un promotor constitutivo que regula la
expresion de la proteina fluorescente Amcyan y TurboRFP. Cuando el sistema detecta la
produccion de di-GMPc, favorece la expresion de la proteina TurboRFP, lo que se traduce en
cambios en la coloracion de las colonias a un tono rojizo, sus ensayos con la mutante 4.
brasilense 59C le permitieron determinar que CdgC desempefia un papel clave en la
formacion de biopelicula en condiciones de fijacion de nitrogeno, pero no lo elimina por
completo (Figura 11A). En este mismo trabajo se identific6 la falta de cambios en los
patrones de movilidad observados en la delecion de otras proteinas como lo es WspR en
Pseudomonas, por lo que se sospechaba que las otras 2 proteinas con una estructura REC-
GGDEF similar, nimero de acceso del NCBI: WP 014239228.1 (AZOBR_RS03050) y
WP _014197311.1 (AZOBR_15555) (se excluy6 a AZOBR RS34040 por la presencia de una
region intergénica de mas de 140 aa) que fueron identificadas previamente podrian estar
desempefiando un papel compensatorio durante estos procesos (Figura 11B).
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KNOy Nitrogen fixation
CdgC
WP_014239228.1 WP_014197311.1 WP_014239104.1

Figura 11. Papel de la proteina CdgC de Azospirillum baldaniorum Sp245. A) Comparativa en la formacion de biopelicula, la
cepa 59C corresponde a la mutante por delecion del gen cdgC, C21 es la mutante restituida y C87 es el mutante control, las
cepas se cultivaron en medio NFB con y sin KNO3, recuperado de Sierra-Cacho, 2021; B) Representacién de las 3 proteinas

identificadas junto a CdgC, imagen elaborada utilizando el software de visualizacion de dominios SMART.
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4. Planteamiento del problema

En el laboratorio de Interaccion Bacteria-Planta se han realizado estudios del
comportamiento de distintas diguanilato ciclasas en el genoma de Azospirillum baldaniorum
Sp245, identificando hasta 20 genes con posible actividad catalitica, una de las proteinas
recientemente estudiadas es CdgC codificada por el gen AZOBR RS06990, por cuya
configuracién de dominios, se considerd que podria estar desempeniando un papel similar al
de WspR, proteina implicada en la formacion de biopelicula y responsable de generar un
cambio en la conformacion de colonias adoptando un fenotipo arrugado, los analisis
realizados en 4cdgC demostraron que estd implicada en la liberacion de exopolisacéridos y
formacion de biopelicula en condiciones de fijacion de nitrégeno, pero no los elimina por

completo.

Tomando esto como base y considerando que se identificaron otras 2 proteinas con dominios
REC-GGDEF en el genoma de Azospirillum baldaniorum Sp245, se plante6 el siguiente
cuestionamiento: jel gen AZOBR _RS03050 (cdgC-II) presente en Azospirillum baldaniorum

Sp245 posee actividad catalitica como diguanilato ciclasa?

Hipotesis
La proteina CdgCII de Azospirillum baldaniorum Sp245 participa en la sintesis de di-GMPc.

5. Objetivos

5.1 Objetivo General
Analizar bioinformdtica y funcionalmente el gen cdgC-II de Azospirillum baldaniorum

Sp24s5.

5.2 Objetivos Especificos
e Identificar los elementos funcionales y estructurales del gen cdgC-II'y su distribucion
en el género Azospirillum por métodos bioinformaticos.
e Analizar el contexto genético del gen cdgC-II en Azospirillum baldaniorum Sp245.
e Realizar la construccion de un vector de expresion para el gen cdgC-11.

e Determinar la funcion diguanilato ciclasa del gen cdgC-II utilizando un biosensor de

di-GMPc.
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6. Materiales y métodos

Cepa/ plasmido

Cepas
Escherichia coli
DHS5a

S17.1

Azospirillum
baldaniorum
Sp245

Plasmido

PpGEM-T Easy

PGEM _cdgC-I11

pGEX-4T1

pGEX_cdgC

pGEX_cdgC-l|

pDZ-119

Primers
cdgC-l1_F
cdgC-l1_R

Tabla 1. Material bioldgico utilizado

. Procedencia o
Caracteristicasmasrelevantes _
referencia
fhA2A (ArgF-LacZ) U169 phoA Thermo Fisher Scientific

recA, thi, pro, hsdR-M + RP4-2-Tc: Mu: Km: Simon R. et al. 1983
Tn7.

Cepa tipo “Wild Type” Baldani-VDL. et al. 1987
Vector de clonacion con origen de replicacion f1, Promega
lacZa, Ap".
Plasmido pGEM-T Easy con e gen cdgC-Il Este estudio

presente en Azospirillum baldaniorum Sp245

Vector de expresion, GST tac, Ap' Promega
Construccion derivada del plasmido pGEX-4T1, Sierra-cacho, et al., 2021
contiene el gen cdgC, Ap'

Construccion derivada del plasmido pGEX-4T1, Este estudio
contiene el gen cdgC-I1l, Ap'
Biosensor de di-GMPc, Gm' Martinez-Méndez, et al.
2021
Secuencia5 > 3 Referencia
GATCCATGACCGACGCACGCTCCA Este estudio
AATTCTTATACCGCAACCTCCACACCG Este estudio
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CTGGATGCGTTCCCAAAATTA Laboratorio de

pGEX_F Interaccidn Bacteria-
Planta
CAAGAATTATACACTCCGCTA Laboratorio de
pGEX_R Interaccion Bacteria-
Planta
cdgC_F TTGAATTCATGCGCGTGCTCATCGCC Sierra-Cacho, 2021

cdgC_R TCGTCGACCTAAGGGGAGGGGACCACGC Sierra-Cacho, 2021

Analisis bioinformatico del gen cdgC-II presente en Azospirillum baldaniorum Sp245

Se consulto la informacion disponible en la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) y Kyoto Encyclopedia Genes and Genomes (KEGG)
del gen AZOBR RS03050 (AZOBR 40083 en KEGG) denominado cdgC-II en esta tesis, se
recupero el contexto genético para identificar el probable promotor implicado en la expresion
de cdgC-11, en el caso del KEGG, se utiliz6 la funcion gene cluster para identificar si el gen
cdgC-II se encuentra asociado a sus genes aledafios, ademés de consultar sus rutas
metabolicas en caso de estar disponibles. También se comparo la proteina WP 014239228.1
(CdgClI) con la diguanilato ciclasa WspR (NP_252391.1) de Pseudomonas aeruginosa PAO1
y CdgC de Azospirillum baldaniorum Sp245 para identificar si contaba con los elementos

funcionales necesarios para contar con actividad catalitica.

Analisis bioinformaticos de proteinas diguanilato ciclasa C en el género Azospirillum

Con la finalidad de identificar si la diguanilato ciclasa CdgClII se encuentra presente en otras
bacterias del género Azospirillum, se realizd una consulta en la base de datos del NCBI,
recuperando el genoma de las siguiente cepas: Azospirillum argentinense Az39
(GCF _000632475.1), Aczospirillum brasilense Cd (GCF _008274965.1), Azospirillum
argentinense MTCC4035 (GCF _005222165.1), Aczospirillum brasilense MTCC4038
(GCF_005222145.1), Aczospirillum  brasilense  MTCC4039 (GCF_005222205.1),
Azospirillum brasilense Sp7 (GCF_001315015.1), Azospirillum humicireducens SgZ-5
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(GCF _001639105.2), Azospirillum lipoferum 4B (GCF_000283655.1), Azospirillum oryzae
KACC14407 (GCF _013347285.1), Azospirillum ramasamyi M2T2B2
(GCF _003233655.1), Azospirillum Sp. B510 (GCF_000010725.1), Azospirillum Sp. TSA2s
(GCF_004923315.1), Azospirillum Sp. TSH100 (GCF_004923295.1), Azospirillum Sp.
TSHS58 (GCF_003119115.1), Azospirillum thermophilum CFH70021 (GCF_003130795.1),
Azospirillum thermophilum BV-S (GCF_001305595.1).

La busqueda de proteinas con dominios REC-GGDEF se realizé utilizando la herramienta
bioinformatica BLAST presente en NCBI, utilizando como referencia para los

emparejamientos a CdgCII.

Analisis bioinformaticos de proteinas diguanilato ciclasa C en diferentes bacterias

asociadas a plantas.

Para identificar si la proteina CdgCII puede estar presente en otras bacterias asociadas a
plantas, se consulté la bibliografia de diferentes proteobacterias, especificamente de las a-
proteobacterias, B-proteobacterias y y-proteobacterias, los genomas fueron consultados y
recuperados de NCBI, tomando como filtro que estén completamente secuenciadas o sean

secuencias de referencia.

Una vez identificadas, se realizaron pasos similares a los descritos durante la busqueda de

proteinas similares a CdgCII en bacterias del género Azospirillum.

Condiciones de Cultivo

Las cepas de Escherichia coli S17.1 pDZ119 y DH5o. se cultivaron en medio Luria Bertani
(LB) a una temperatura constante de 30°C a 150rpm durante un periodo de 14 a 16 horas,
para cultivos en agar se utilizo una temperatura de 37°C sin agitacion durante periodos de 18
a 24 horas. En el caso de la cepa de Azospirillum baldaniorum Sp245 se utilizé6 medio K-

malato a 150 rpm y una temperatura constante de 30°C durante 16 a 18 horas.

Los medios de cultivo fueron suplementados con los siguientes antibidticos cuando fue

requerido: ampicilina (Amp) 100 pg/mL, Gentamicina (Gm) 30ug/mL.
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Por ultimo, se utilizaron las siguientes soluciones: IPTG [0.1mM/mL] para los ensayos de

expresion y X-gal [20 pg/ml] que actudé como sustrato para contrastar colonias.

Extraccion y manipulacion de ADN

La extraccion de ADN plasmidico de las cepas de E. coli S17.1 & DHS5a se realizé por lisis
alcalina con dodecilsulfato de Sodio (SDS) (Sambrook, 2001). E1 ADN genomico de 4.
baldaniorum Sp245, se recuper6 por medio de la técnica de bromuro hexadecilmetilmonio

(CTAB) (Sambrook, 2001).

Generacion de células competentes y transformantes

Para la generacion de células competentes se utilizaron las cepas E. coli S.17.1 y E. coli
DH5a quimio competentes, se cultivaron en medio LB a un rango de 0.3 a 0.6 a una ODsgo,
estas fueron centrifugadas en frio a bajas revoluciones para recuperar las células y ser
resuspendidas en tubos Eppendorft con medio 2XYT-CC, las células se mantuvieron en un
ciclo de refrigeracion continuo desde el momento en que alcanzaron la densidad Optica

deseada, manteniéndose 10 minutos en hielo antes de ser almacenadas a -80°C hasta su uso.

Las células competentes se atemperaron en hielo durante 30 minutos, adicionandolas con
50uL. KCM y 10uL del plasmido de interés, sometiéndolas a un choque térmico a 42°C
durante 2 minutos antes de devolverlas al hielo, para posteriormente llevarlas a incubacion
durante hora y media, utilizando 50uL para realizar un estriado masivo en una placa de agar
LB adicionado con Amp [100 pg/ml] llevandolas a crecimiento durante 24 horas, para

posteriormente resembrarlas y descartar falsos positivos.
Parametros para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las enzimas se utilizaron siguiendo las indicaciones del proveedor (Thermo Scientific),

haciendo las modificaciones necesarias para obtener los amplificados deseados.

En el caso de los parametros utilizados para la amplificacion de los fragmentos, se describen

en la siguiente tabla.
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TABLA 2. PARAMETROS PARA PCR

FRAGMENTO
cdgC
906pb

cdgC-I1
921pb

pGEX cdgC-1T

1328pb

pGEX 4-T1
410pb

Desnaturalizacion

Primer Ciclo: 5

minutos a 95°C

Ciclos posteriores 30

segundos a 95°C.

Primer ciclo: 5

minutos a 95°C.

Ciclos posteriores:

30 segundos a 95°C.

Primer  ciclo: 5

minutos a 95°C.

Ciclos posteriores:

30 segundos a 95°C.

Primer ciclo: 5

minutos a 95°C.

Ciclos  posteriores:

30 segundos a 95°C.

Seleccion de enzimas de restriccion

Hibridacion
30 segundos a
65°C cada

ciclo.

30 segundos a
60°C cada

ciclo.

30 segundos a
56°C cada

ciclo.

30 segundos a
56°C cada

ciclo.

Elongacion
Ciclos: 1 minuto a
72°C.

Ultimo ciclo: 5
minutos a 72°C.
Ciclos: 1 minuto a
72°C.

Ultimo ciclo: 5
minutos a 72°C
Ciclos: 1:30
minutos a 72°C.
Ultimo Ciclo: 5
minutos a 72°C.
Ciclos: 1 minuto a
72°C.

Ultimo ciclo: 5

minutos a 72°C.

Para determinar que enzimas de restriccion eran las mas adecuadas, se usaron las

herramientas bioinforméaticas SnapGeneViewer y NEBcutter, analizando la secuencia del gen

AZOBR_RS03050 (cdgC-II) y los vectores pGEX-4-T-1 y pGEM-t-easy, se seleccionaron las

enzimas BamH]1 y EcoR1 al ser las més adecuadas para los ensayos planteados en esta tesis,

las enzimas se utilizaron conforme la guia provista por el proveedor (Thermo Scientific).

Diseiio de oligonucledtidos

Utilizando la base de datos del NCBI se consult6 la secuencia y contexto genético del gen

cdgC-I1I, con ayuda de los programas snapGeneViewer y OligoAnalyzer 3.1 se disefiaron los

oligos cdgC-II FycdgC-II R, paraabarcar toda la region codificante del gen, a estos primers



se les afiadio el sitio de restriccion BamH1 y EcoR1 (resaltado en color rojo en la tabla de

material biologico) para poder ligarlos posteriormente en el plasmido pGEX-4T.
Amplificacion del gen cdgC-I1

Se siguieron las recomendaciones del fabricante Invitrogen: ADN [20 ~200ng] 2pL, ANTP’s
[0.25 mM] 2uL, primer cdgC-II_F [10uM] 0.5uL , primer cdgC-II_R [10uM ]0.5uL , Buffer
10X Hight fidelity 2.5uL, MgSO4 [5S0 mM ] 1uL, Platimun 7ag Polymerasa High Fidelity
[5U/uL] 0.125uL, agua destilada 16.375uL para una reaccion de volumen final 25uL; para
comprobar la presencia del gen de interés durante los diferentes ensayos, se utilizo el master
mix DreamTaq Green polymerase de la casa comercial ThermoScientific, en cuyo caso se
adiciono Dream Taq Green 2X 5ulL, ADN 2uL, oligonucledtido delantero 0.3uL,

oligonucleotido reverso 0.3uLl. junto al agua destilada a un volumen final de 10uL.

Clonacion del gen cdgC-II en el vector pGEM t-easy.

Para generar la construccion pGEM_cdgC-11, se utilizo el vector pGEM t-easy (Figura 12),
que es un plasmido linealizado de mantenimiento ideal para clonar productos de PCR, al
contar con una timidina 3’terminal presente en ambos extremos, permite la union de
productos de PCR que cuenten con una desoxiadenosina en su region 3 terminal como es el
caso de los amplificados utilizando la Platinum Tag polymerase, entre las caracteristicas de
este vector de clonacidn se encuentra su elevado numero de copias, un casete de resistencia
a Ampicilina y la presencia del gen lacZ, un elemento clave para la seleccion de colonias
positivas a la insercion del amplicon, este gen funciona como una p-galactosidasa que
contribuye a la formacién de colonias azuladas en presencia de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-p3-
D-galactopiranosido (X-gal) obteniendo como productos galactosa y 5-bromo-4cloro-3-
hidroxindol, este ultimo es el responsable del tono azulado por su proceso de oxidacion,
misma coloracidon que se pierde cuando se realiza la ligacion exitosa de un segmento de ADN
en el vector, produciendo una proteina trunca que carece de la capacidad de hidrolizar
residuos galactosil, evitando asi la hidrolisis del X-gal y en consecuencia dando como

resultado colonias blancas.
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T7 promoter PspOMI (2966)
Y Apal (2970)
. | Zral (2974)
h \ / / g Aatll (2576)

_SphI (2982)
~"_Ncol - StyI (2993)
- _SacIl (3005)

— End (3017)

__-Start (1)
~ - Spel (5)
~ ___ — BfuAI - BspMI (18)
__—— PstI - SbfI (29)
—— Sall (31)
— Accl (32)

~ HincII (33)
~ Ndel (38)
— Eco53kI (48)
"~ Sacl (50)
MluI (55)
~__ BstXI (59)
NsiI (68)

" (Tac operator)

,

il

IC,

fﬂf;fo 6 ’
Q,

o

PGEM®-T Easy FAY
3016 bp 9

Figura 12. Esquema del vector pGEM-t-easy linealizado. El sitio de clonacion multiple se encuentra en medio del gen
lacZ, por lo que una insercion correcta del gen de interés inhabilita su actividad B-galactosidasa, imagen elaborada utilizando

el software SnapGene Viewer.

La construccion pGEM cdgC-II se gener6 mediante la ligacion del plasmido de
mantenimiento pGEM-T Easy y el fragmento de 921pb amplificado por PCR del gen cdgC-
11, las transformaciones se realizaron en células quimiocompetentes E. coli DH5q, las células
se crecieron en placas de agar LB adicionadas con Amp [100 pg/ml] y X-gal [20 pg/ml]
incubandolas durante 24 horas; Para corroborar que ocurrid la ligacion del interés, se realizd

una PCR utilizaron los primers especificos cdgC-II Fy cdgC-1I R.

Sublocacion del gen cdgC-II en el vector pGEX-4-T-1

Para determinar una posible funcion del gen cdgC-I1 se decidi6 sub clonarlo en el vector de
expresion pGEX-4-T-1, este plasmido destaca por contener un promotor de lactosa capaz de
ser inducible mediante el uso de IPTG (Isopropil-B-D-1tiogalactopirandsido) una molécula
analoga a la alolactosa, el IPTG favorece la expresion continua del gen de interés al evitar la
actividad represora del gen lacl, al ser una molécula no hidrolizable se mantiene unida a /acl,

esto evita que interactie con el sitio de actividad promotora /acO, permitiendo asi la union
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continua del ARN polimerasa al promotor Tac, facilitando con esto la expresion continua de

la proteina de interés (Figura 13A).

ac operator|

_Msc] (465)

_BStBI (s55)
g Swal (685)

BamHI (930)
W EcoRI (939)
\ |/ TSpMI - XmaI (944)
Wl SmaI (s45)
w.Sall (949)
Accl (950)
."PaeR71 - PspXI - XhoI (354)
_. “.EagI - NotI (960)
% Pfol (1038)

\ \PfIFT - Tth111I (1139)
. BsaAI (1148)

Zral (1243)

AatII (1245)

PGEX-4T-1
4969 bp

Figura 13 Vector pGEX 4-T1. A) Esquema del vector pGEX4-T1, en ausencia de IPTG, lac/ actiia como el gen represor del
operador lac, impidiendo la unién del ARN polimerasa al promotor Tac, evitando con ello la transcripcion continua de los genes
de interés, B) Esquema de la construccion pGEX c¢dgC-II, imagenes realizadas utilizando el software SnapGene Viewer, la

secuencia de pGEX _4T1 fue recuperada del repositorio provisto por SnapGene.

Siguiendo las indicaciones del fabricante, se realiz6 una restriccion del plasmido pGEX 4T-
1 y el plasmido de mantenimiento pGEM _cdgC-II utilizando las enzimas BamHI y EcoRI,
posteriormente se realizd una electroforesis para identificar los fragmentos que corresponden
al gen cdgC-I1 y el plasmido pGEX 4T-1 linealizado, estos fueron recuperados utilizando el
kit Zymoclean Gel Recovery (ZYMO RESEARCH) para posteriormente ligarlos siguiendo
las indicaciones del fabricante (ZYMO RESEARCH); el plasmido pGEX cdgC-II (Figura
13B) fue introducido en las células competentes E. coli DH5a, realizando un barrido masivo
en placa de agar LB adicionado con Amp [100 pg/ml] e incubadas a 37°C durante 24 horas,
las colonias obtenidas fueron resembradas en agar LB + con Amp [100 pg/ml] para descartar

falsos positivos .

Se comprobo la construccion del plasmido pGEX cdgC-II mediante PCR utilizando los

oligonucleotidos cdgC-II Fy cdgC-II R, una vez corroborada la insercion del fragmento en
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el vector de clonacion, se introdujo el plasmido pGEX cdgC-II en las células
quimiocompetentes Escherichia coli S17.1 que cuentan con el biosensor para di-GMPc
ubicado en el plasmido pDZ-119 (Figura 14), generando la cepa E. coli S17.1 pDZ-
119/pGEX_cdgC-II, misma que fue utilizada para realizar los ensayos de expresion y funcion

de la proteina CdgCII.

>

o=
l---yl
]
]
]
]
¥

Turbo RFPP

Figura 14. Esquema ilustrativo del plasmido pDZ-119: A) En este esquema se resaltan las partes mas importantes
del plasmido pDZ119, siendo las proteinas de fluorescencia AmCyam (verde) y TurboRFP (rojo). B) induccion de B-¢3-5
por el aumento en la produccion de di-GMPc, una vez estimulada, favorece la produccion de TurboRFP, con ello cambiando

la coloracién de la colonia a un tono mas rojizo, diagrama elaborado utilizando el software SnapGene Viewer.

El plasmido pGEX-4T-1 también fue introducido en las células quimiocompetentes
Escherichia coli S17.1 pDZ-119, generando la cepa Escherichia coli S17.1 pDZ-119/pGEX-
4-T-1 que servird como control negativo durante los ensayos de funcionalidad del gen cdgC-
11, para comprobar la presencia del plasmido en las células, se realizé una PCR utilizando los

oligonucleotidos pGEX F y pGEX R.
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Analisis de los niveles de di-GMPc en CdgCII

Para analizar los niveles de di-GMPc se utilizaron las cepas de E. coli S17.1
pDZ119/pGEX cdgC-1I, E. coli S17.1 pDZ119/PGEX-4-T-1, E. coli Sl17.1
pDZ119/pGEX cdgC'y E. coli S17.1 pDZ119, estas se crecieron en medio LB adicionado
con ampicilina [100 pg/mL]. Para corroborar que CdgCII cuenta con funcion de DGC, se
utilizé la diguanilato ciclasa previamente caracterizada CdgC®?. Los cultivos se crecieron a
una DO600, posteriormente se adicioné IPTG a una concentracion final de 0.1 mM para
inducir la expresion de las DGCs. La induccion se llevo a cabo a 30°C por 24 horas a una
agitacion de150 rpm. Los cultivos fueron concentrados a 10X y resuspendidos en agua. La
produccién de di-GMPc se analiz6 de 2 formas distintas, de manera macroscopica se analizd
el cambio en la intensidad del color con la produccion de este segundo mensajero, en el caso
de los ensayos microscopicos, se utilizdo el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse
TE2000U, para ello se utilizd una alicuota de cultivo inducido que fue depositado en un
cubreobjetos y fijada con un tapdn de agarosa al 1%. La excitacion y emision del fluordforo
AmCyam se realiz6 a 458 nm y 489nm respectivamente, en el caso del fluor6foro TurboRFP
fue 553nm para la excitacion y para 570nm la emision, las imagenes fueron procesadas en el

software Nikon NIS Elements.
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7. Resultados
Contexto genético del gen cdgC-11

El gen cdgC-II tiene un tamafio de 921 pb, se encuentra localizado en la cadena positiva del
cromosoma de A. baldaniorum Sp245, los analisis preliminares proporcionados por la KEGG
lo integran en un cluster de genes que abarcan una histidina quinasa hibrida no ortodoxa
(AZOBR _RS34075), una proteina hipotética (AZOBR_RS40090), un pseudogen que codifica
una histidina quinasa con dominio de dimerizacion (AZOBR _RS40095), una proteina con
dominio HPt (AZOBR_RS40100), la diguanilato ciclasa CdgClIl, una molibdotransferasa de
molibdopterina MoeA (AZOBR_RS03055) una proteina de biosintesis de molibdopterina
(AZOBR RS03060) y una proteina de la familia de las pirinas (AZOBR RS03060). En
conjunto estos genes constituyen un contexto genético diferente al identificado en cdgC'y

cdgC-III (figura 15), los dominios de las proteinas que forman el clister de genes asociados

a cdgC-II en A. baldaniorum Sp245 se incluyen en la tabla 3.

CdgC

Proteina Proteina
membrana hipotética h)

| Histidina

Proteina putativa metalo-p-

lactamasa
Glicosiltransferasa [_| 5
quinasa

] d | Proteina de biosintesis
CdgCIII
Exodeoxirribonucleasa Proteina
1 hipotética (ph)

Figura 15. Comparativa de los contextos genéticos de los genes cdgC, cdgC-1I y cdgC-III. En esta imagen se puede

Dominio Nudix (ph)

B-Isopropilmalato
deshidratasa

CdgCIII

apreciar cual diverso es el contexto genético del cual pueden formar parte los genes cdgC, siendo CdgCII el tinico que

cuenta multiples elementos regulatorios.

Para corroborar la informacion provista por la plataforma KEGG, se analiz6 el contexto
genético de cdgC-11, estudiando la organizacién de los genes y los espacios intergénicos entre

ellos. Utilizando la herramienta bioinformatica BPROM, se identific6 un promotor 670
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ubicado en la region intergénica entre AZOBR RS03025, que codifica una glicosil
transferasa y AZOBR RS34075, correspondiente a la histidina quinasa hibrida que pertenece
al cluster de genes asociados a cdgC-II (figura 16).

Glicosil transferasa Histidina quinasa hibrida

GAACCTTCTCCCGTCACCGCCTCCGGTCCGCGTCCCTCC

GGCCCGATGGCCGTCCTGCCGAT...CACGTCCTTTGCGTC
ACCGGAGCCGACGGGCGGACCGAAACCGAGCGGCGTCC
GCCCGTACGCCGGGA&T%CGTCGCACTCCGC‘
CTCGCGCCGCAAGGCAAAATIGCAAAACGGGACCGCCA

GGGGGTTGCG AZOBR_RS34075

Figura 16. Identificacion de la region promotora del clister de genes asociados a cdgC-I1. Se identifico un promotor

para 670 en la region intergénica de AZOBR RS03025 y AZOBR RS34075 mediante la herramienta BPROM.

>Region intergénica AZOBR RS03025 y AZOBR_RS34075

GAACCTTCTCCCGTCACCGCCTCCGGTCCGCGTCCCTCCGGCCCGATGGCCGTCCTGCCGATGCTTTCCATGG
CGTGAATCCCAAGGGAGGACCCCTTCGGGCGAGAGCGCGGTCTTCGGGCGACACCGGCGCGGTACCGCCGG
CATCCCGCTTCGCCAACGGGAATGAAGGCCCTTTTGCCCCGCCGGAATTCCGTACTAACCCGGTCATGCGGCC
GCCGGACCGGCCCGCCCGGCGGAAATCCCCGGAACGTCACAGGCCTATGGCATTTGCGACGATTGCCGGTGT
GGAGGGGGTGCCCCGAAGGGCGTGGTGCGGTGCGGAACGCGGGACCTTTCCCGCCCCGCCGTGCCTCCGCT
CCGCCACCCCGTATGGTGAACCCGGGCGGGTTGCCTCGGTCGGGCTGCCCAGGATGGACGACCACCTCCGGC
GCGGCACGTCCTTTGCGTCACCGGAGCCGACGGGCGGACCGAAACCGAGCGGCGTCCGCCCGTACGCCGGG

AATGCGTCGCACGATGCGAATCCGCCTCGCGCCGCACAGGCAAAATGCAAAACGGGACCGCCAGGGGGTTG
CG

>Promotor_Cluster cdgC-11

Length of sequence- 576

Threshold for promoters - 0.20

Number of predicted promoters - 1
Promoter Pos: 556 LDF- 0.88

-10 box at pos. 541 aggcaaaat Score 56

-35 box at pos. 517 atgcga Score 8
Oligonucleotides from known TF binding sites:
No such sites for promoter at 556
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Tabla 3. Dominios de las proteinas asociadas al contexto genético de CdgCl |
Protein ID SMART

Histidina quinasa hibrida no ortodoxa

Proteina hipotética con unaregion transmembrana

WP_014239226.1 IE: ’@S ]é] ESKA

20

WP_244439344.1 I

Pseudogen

AZOBR_RS40095 @ - e\s l P‘AEI ESKA %>

100

Regulador de Respuesta con dominio HpT

WP_244439382.1 @ @ /

Diguanilato Ciclasa

CdgCl| . @

M olibdoptransfer asa de molibdopterina M oeA

WP 014239229.1 am _=MGCF

200 200 400

Proteina de biosintesis de molibdopterina

oeA N ~ “biosynth R C PBP._like

Proteina delafamilia delaspirinas

200

WP_014239231.1
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Analisis de la actividad catalitica de la proteina CdgCII

CdgCII esta constituida por 306 aminoacidos, mismos que conforman los dominios REC
(aminoacidos 6 a 118) y GGDEF (aminoacidos 124 a 300) ambos asociados a proteinas con
actividad diguanilato ciclasa. Para identificar si CdgCII cuenta con los motivos conservados
necesarios para poseer actividad catalitica, se realizo un alineamiento global y local mediante
Clustal Omega de los dominios REC y GGDEF de las proteinas con actividad catalitica
comprobada WspR (NP _252391.1) de Pseudomonas aeruginosa PAO1 y CdgC de

Azospirillum baldaniorum Sp245, se decidi6 afiadir a CdgCIII para identificar su porcentaje

de identidad respecto a las otras dos proteinas CdgC (Tabla 4).

Alineamiento Global

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

A badaniorum Sp245 CDGCIII ~ = =——————————————-——- MRILVVDDSRMARTVLCQQLE-GFGHQATFAESGQOMALTRCR 41
A badaniorum_Sp245 CDGCI ~ —-=—=--------- mrgfpamrvliaddtvlimrtmlsegva-syghdvilardgrealnlaq 47
A badaniorum Sp245 CDGCII ~ ——————-—--—--- MTDARSKILVVDDIPSNVHVLSRIL--KDDHDIYFATDGAKALELAQ 45
PiAeruginosaiPA017WSpR MHNPHESKTDLGAPLDGAVMVLLVDDQAMIGEAVRRSLASEAGIDFHFCSDPQQAVAVAN 60
ke ok . . .. * .
A badaniorum_Sp245 CDGCIII DEPIDIALVDFRVGETEGVEVCWHLRAAQRERHLYLMLMIPGSITNQFFEVVENGADEFL 101
A badaniorum Sp245 CDGCI aesfdiaiidwemprlsglevcwllkadprtaysylilmtshdepfyemkaldagaddfi 107
A:badaniorum:SpZ45:CDGCII SRLPDLVLLDIMMPGMDGYEVCSRLKTDPITRDIPVIFISAKSEVEDETYGLEVGAIDFI 105
P_Aeruginosa_ PAOl_WspR QIKPTVILQDLVMPGVDGLTLLAAYRGNPATRDIPIIVLSTKEEPTVKSAAFAAGANDYL 120
. . * . * . . .. . * * ...
A badaniorum Sp245 CDGCIII RKPLDLTWLRARLLAAS-———=———————————————— RVVDMQRQLERLATTDSLTGAL 140
A:badaniorum:5p245:CDGCI hkpvnrahlkarlkagg-------—-—--——-—-———-——-—-—— ritemhrllvagagtdpltgva 146
A badaniorum Sp245 CDGCII SKPISPPIVKARVRNHL---=-=———————————————— LLKRQTDLLRTLSFADGLTGIA 144
P Aeruginosa PAQOl WspR VKLPDAIELVARIRYHSRSYIALQQRDEAYRALRESQQQLLETNLVLQRLMNSDGLTGLS 180
* R . * -
Aibadaniorumisp2457CDGCIII NRGRFMARAADEVARAQRSGQPLSAIMLDIDHFKKVNDTYGHATGDEAIRSVVRVC-RSL 199
A badaniorum Sp245 CDGCI nrralldrageeirraqgrargplslliadidhfkrindsrghaagdealgrfvrtl-dga 205
A badaniorum Sp245 CDGCII NRRRFDEVLLREWRRCGRVQLPLSLIMLDVDQFKPYNDHYGHQAGDECLRAVAQLLAEQM 204
P_Aeruginosa_PAOl_WspR NRRHFDEYLEMEWRRSLREQSQLSLLMIDVDYFKSYNDTFGHVAGDEALRQVAGAIREGC 240
* K H * ‘k. * * K ‘k:‘k * K * K * K :‘k*‘k.:: ..
A badaniorum_ Sp245 CDGCIII VRGADVLGRLGGEEFAILLPETPPQGAALLAERLRRALAETDVRIANGAGSVLTFTVSIG 259
A badaniorum Sp245 CDGCI lrpgdligryggeefvvllpntaladasvvaerlrgqrvasgemg---pdgdsfrmtasfg 262
A _badaniorum_Sp245_ CDGCII MRPGDLIARYGGEEFVCLLPETDEGGAVQVAERLRETVADRRLPHAVSHV-ADHVTISLG 263
P _Aeruginosa PAQOl WspR SRSSDLAARYGGEEFAMVLPGTSPGGARLLAEKVRRTVESLQISHDQPRP-GSHLTVSIG 299
* .*: .* *****. :** * .* :**::*. : . : .* *:*
A badaniorum Sp245 CDGCIII VSALRPAE-TS-IAAVLARADEALYRAKNGGRNRVVCDAAS—-——-—— 298
A badaniorum_Sp245 CDGCI vapvapdapgg-iddalrtadaalyrakaegrnrvvpsp-—-—------— 300
A badaniorum Sp245 CDGCII VATARPTLDDT-PDRLTQLADGLLYEAKRAGRNRVCSGGVEVAV-~-—~ 306
P_Aeruginosa_PAOl_WspR VSTLVPGGGGQTFRVLIEMADQALYQAKNNGRNQVGLMEQPVPPAPAG 347
*. * P o
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Alineamiento del Dominio REC

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

P_Aer ugi nosa_PA01_REC WpR VMVLLVDDQAM GEAVRRSLASEAGH DFHFCSDPQQAVAVANQ KPTVI LQDLVMPGVDG 60
A _badani or um Sp245_REC Cdgdl | SKI LVWWDDI PSNVH- VLS- RI LKDDHDI YFATDGAKAL ELAQSRLPDLVLLDI MVPGVMDG 58
A_badani or um Sp245_REC CdgC MRVLI ADDTVLMRT- M_SEQVASYGHDVI L ARDGREALNLAQAESFDI Al | DWEMPRLSG 59
A _badani or um Sp245_REC_CdgdCl | | MRl LVWDDSRVART- VL CQQL EGFGHQATFAESGQVAL TRCRDEPI DI ALVDFRVGETEG 59
P_Aer ugi nosa_PA01_REC WpR LTLLAAYRGNPATRDI Pl | VLSTKEEPTVKSAAFAAGANDYLVKLPDAI ELVARI 115
A_badani or um Sp245_REC_CdgCl | YEVCSRLKTDPI TRDI PVI FI SAKSEVEDETYGLEVGAI DFI SKPI SPPI VKARV 113
A _badani or um Sp245_REC CdgC LEVOW.LKADPRTAYSYLI| LM SHDEPFYEMKAL DAGADDFI HKPVNRAHL KARL 114
A_badani or um Sp245_REC_CdgdCl | | VEVCV\HLRAAQ?ERHLYLNLM PGS TI\K;FFEWEI\GADEFLRKPLDLTW_RARL 114

* ok * c Kk

Alineamiento del Dominio GGDEF

CLUSTAL ((1.2.4) nultiple sequence alignnment

A_badani or um Sp245_GGDEF_Cdgdl | LKRQTDLLRTLSFADGL TG ANRRRFDEVL L REWRRCGRVQLPLSLI M_DVDQFKPYNDH60
P_Aer ugi nosa_PA01_GGDEF_W&pR LLETNLVL QRLMNSDGL TGL SNRRHFDEYL EMEWRRSL REQSQLSLLM DVDYFKSYNDT 60
A_badani or um Sp245_GGDEF_CdgC | TEVHRL L VAQAQTDPL TGVANRRAL L DRAGEEI RRAQRARQPLSLLI ADI DHFKRI NDS60
A_badani or um Sp245_GGDEF_Cdgdl | | WDN[;RQ_ERLATTDSLTGALNRGQFNARAADEVARAQ?SGQDLSAI MLDI DHFKKVNDT 60
- % * k% * % - .. * * * % * %
A_badani or um Sp245_GGDEF_Cdgdl | YGHQAGDECL RAVAQLLAEQUVRP! VCLLPETDEGGAVQVAERLRETVA120
P_Aer ugi nosa_PA01_GGDEF_WpR FGHVAGDEAL RQVAGAI REGCSRS AMVLPGTSPGGARL L AEKVRRTVE 120
A_badani or um Sp245_GGDEF_CdgC RGHAAGDEAL QRFVRTL - DGALRP VWL LPNTALADASVWAERLRQRVA119
A_badani or um Sp245_GGDEF_Cdgdl | | YGHATGDEAI RSVVRVC- RSLVR Al LLPETPPQGAALLAERLRRALAllQ
* % Ckkk .. * * k ok k -k .
A_badani or um Sp245_GGDEF_Cdgdl | DRRLPHAVSH- VADHVTI SLGVATARPTLDDT- PDRL TQLADGL L YEAKRAGRNRVCSG 177
P_Aer ugi nosa_PA01_GGDEF_WpR SLQ SHDQPR- PGSHLTVSI GVSTLVPGGGGQTFRVLI EMADQAL YQAKNNGRNQVGLM 178
A_badani or um Sp245_GGDEF_CdgC SQEMG- - - PDGDSFRMIASFGVAPVAPDAPGG- | DDAL RTADAAL YRAKAEGRNRWPS 174
A_badani or um Sp245_GGDEF_CdgdCl | | ETDVRI ANGAGSVLTFTVS| GVSALRPAE- TS- | AAVLARADEAL YRAKNGGRNRWCD 176

Kok kok - * * % Kk Kk *okk ek
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Tabla 4. Caracteristicasde la proteina CdgCl |

Matriz de porcentaje de identidad global de CdgCl|

CdgC CdgCl| CdgClll WspR
CdgC 100% 40.07% 42.66% 33.11%
CdgCl| 40.07% 100% 35.47% 40.52%
CdgCllI 42.66% 35.47% 100% 32.66%
WspR 33.11% 40.52% 32.66% 100%
Matriz de porcentaje deidentidad del dominio REC
RECCdgC  RECCdgCIl RECCdgClll REC WspR
REC CdgC 100% 37.11% 36.84% 30.02%
REC CdgCl| 37.11% 100% 28.32% 24.56%
REC CdgClll 36.84% 28.32% 100% 20.18%
REC WspR 24.56% 30.02% 20.18% 100%
Matriz de porcentaje deidentidad del dominio GGDEF
GGDEF GGDEF GGDEF GGDEF
CdgC CdgCll CdgClll WspR
GGDEF CdgC 100% 44.51% 46.88% 39.88%
GGDEF CdgCl| 4451 % 100% 41.14% 48.02%
GGDEF CdgClll 46.88% 41.14% 100% 41.71%
GGDEF WspR 39.88% 48.02% 41.71% 100%

M otivos Conservados en e dominio GGDEF

Motivos del dominio GGDEF

520 A Y F
. ka A V P
wiectuRec])| 2aRY GOEEFYYLL
10 %’\[Jtt)ebLogo 379

H

o

5 1

Sitio de actividad catalitica.

RXXD (sitiol) Sitio de auto inhibicién, conformado por una Argy Asp conservado.
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La informacion recolectada nos indica que la proteina CdgCII cuenta con los motivos
Conservados en el dominio GGDEF que corresponden al sitio de Inhibicion o sitio I (RxxD)
y el sitio con actividad catalitica del mismo nombre GGDEF, ademas de poseer una identidad
elevada (>40%) respecto a las proteinas WspR y CdgC, tomando en cuenta esta similitud se
decidi6 generar la estructura terciaria de CdgCII mediante la plataforma ITASSER para poder
compararla con WspR, una proteina ya cristalizada y depositada en el Protein Data Bank
(PDB:3BRE), mediante el software de visualizacion de proteinas ChimeraX se compar6 la
estructura generada de CdgCII con WspR, observando un elevado grado de similitud en la
conformacion que toma la estructura terciaria en los dominios REC y GGDEF, resaltando en

un color diferente los motivos conservados que se identificaron en CdgCII (Figura 17).

Residuo Asp Conservado

Sitio InhibitorioRxxD

Sitio Actividad GGDEF

Dominio REC Dominio GGDEF

Figura 17. Comparacion de la estructura terciaria de los dominios REC y GGDEF de CdgCII (Rosa) y WspR(azul).
La comparacion estructural se generd mediante el software de visualizacion de proteinas ChimeraX, identificando el Asp
Conservado (amarillo) responsable de la fosforilacion del dominio REC, el sitio de auto inhibicién RxxD (rojo) y la region

catalitica GGDEF (verde) en el dominio del mismo nombre.
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Presencia de la proteina CdgCII en el género Azospirillum y otras proteobacterias

asociadas a plantas.

Para ampliar la informacion recolectada sobre la proteina CdgClIl, se realiz6 un analisis por
BLAST de los genomas de distintas bacterias del género Azospirillum, estos resultados
fueron contrastados al realizar una buisqueda en paralelo utilizando el Conserved Domain
Database, obteniendo en ambos casos 40 proteinas distribuidas en las 16 cepas analizadas, la

informacion recolectada fue depositada en la Tabla 5.

Tabla 5. Distribucion de proteinas CdgC en el género Azospirillum
Cepa del género Numero de
RefSeq Protein ID
Azospirillum proteinas CdgC
WP_040133993.1
Azospirillum
GCF_000632475.1 3 WP_160174806.1
argentinense Az39
WP_038525874.1
WP_035671042.1
Azospirillum brasilense
3 WP _035671246.1
Cd GCF_008274965.1
- WP_035672942.1
WP _038525874.1
Azospirillum
GCF_005222165.1 3 WP_137116444.1
argentinense MTCC4035
WP _137114315.1
WP _035671042.1
Azospirillum brasilense WP_035671246.1
GCF_005222145.1 4
MTCC4038 - WP_035672942.1
WP _137165196.1
WP_137139367.1
Azospirillum brasilense
GCF_005222205.1 3 WP _137141163.1
MTCC4039 B B
WP_175426460.1
WP _035671246.1
Azospirillum brasilense
So7 GCF_001315015.1 3 WP_035672942.1
P WP _035671042.1
Azospirillum WP _063634969.1
GCF_001639105.2 2
humicireducens SgZ-5 WP _063635255.1
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Azospirillum lipoferum
4B

GCF_000283655.1

WP_014248328.1
WP_014248701.1

Azospirillum oryzae

KACC14407

GCF_013347285.1

WP_246457697.1
WP_149198244.1

Azospirillum ramasamyi

M2T2B2

GCF_003233655.1

WP_111066665.1
WP_111067067.1

Azospirillum Sp. B510

GCF_000010725.1

WP_012974989.1
WP_042442983.1

Azospirillum Sp. TSA2s

GCF_004923315.1

WP_136704536.1
WP_136704536.1

Azospirillum Sp. TSH100

GCF_004923295.1

WP_136704316.1
WP_109443164.1

Azospirillum Sp. TSH58

GCF _003119115.1

WP_109070160.1
WP_109070679.1
WP_162600029.1

Azospirillum
thermophilum

CFH70021

GCF_003130795.1

WP_109326993.1
WP_109329935.1

Azospirillum thiophilum
BV-S

GCF_001305595.1

WP_045582432.1
WP_082108818.1

Mediante un alineamiento realizado en Clustal Omega, se compararon las proteinas
recuperadas con CdgC, CdgCII y CdgClIIl, dando como resultado que, de las 40 proteinas
recuperadas, 16 proteinas estan relacionadas a CdgCII (ID >75%), 16 a CdgCIII (ID >56%)

y 8 a CdgC(ID >84%) (material anexo).

Tomando como precedente las DGC con dominios REC-GGDEF identificadas en los
distintos miembros del género Azospirillum, se decidi6 ampliar la busqueda a otras
proteobacterias con la finalidad de identificar si tenian una distribucion similar de proteinas
con dominios REC-GGDEF, para ello se recuperaron un total de 38 genomas, estos fueron
filtrados en un primer momento respecto a si tenian o no proteinas similares a CdgC mediante

analisis por BLAST, posteriormente se enlistaron las cepas en las que se ha documentado su

asociacion a plantas ( tabla 6).

40




Tabla 6. DGC con dominios REC-GGDEF presentes en otras proteobacterias asociadas a plantas

, Tiene
_ Categoria
Bacteria . Cepa RefSeq proteinas Referencia
taxonomica _
tipo CdgC
Azorhizobium apha
) ) ORS 571 GCF_000010525.1 Si Liuw. etal., 2017
caulinodans @ proteobacteria
Pseudomonas Gamma
; ; PAO1 GCF_000006765.1 Si Walker T. et al., 2014
aeruginosa proteobacteria
Pseudomonas Gamma Blanco-Romero E. et
] F113 GCF_000237065.1 Si
ogarae proteobacteria al., 2022
Pseudomonas Gamma Planchamp C. et al.,
_ _ KT2440  GCF_000007565.2 Si
putida proteobacteria 2015
Stutzerimonas Gamma
) ) NRCB010 = GCF_024972815.1 Si RenF. et al., 2024
stutzeri proteobacteria
Cepa ProteinlD Tamafio Dominios Proteicos
WP_043879294.1 312aa
Azor hizobium caulinodans
ORS571
WP_043879293.1 312aa

Pseudomonas aeruginosa PAO1

NP_253086.1

NP_252391.1 (WspR)
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366aa

347aa




Pseudomonas ogarae F113 WP_014336753.1

Pseudomonas putida KT 2440 WP_029615556.1

stutzerimonas stutzeri

WP_011914242.1
NRCB010

333aa

335aa

321aa

e

Con las secuencias de las distintas diguanilato ciclasas recuperadas se decidio realizar un

arbol filogenético (Figura 18) utilizando el software MEGA (Molecular Evolutionary Genetic

Analisys) para observar la distribucion de las proteinas CdgC, se identificaron 3 clados donde

se agrupan las DGC asociadas a CdgC, CdgCII y CdgCIII, también es importante destacar

como las DGC encontradas en otras proteobacterias forman sus propios nodos

independientes, hablando especificamente de CdgClI, las proteinas que componen su clado

se dividen en 2 subgrupos, por lo que en un primer momento se decidi6 analizar la secuencia

de cada proteina, para posteriormente revisar su contexto genético, observando 2 tipos de

contextos genéticos muy predominantes, con la cualidad de que todos mantienen 4 proteinas,

un regulador de respuesta (RR) rio arriba de la CdgCII y 2 proteinas asociadas a la sintesis

de molibdopterina ubicadas rio abajo (Figura 19).
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A oryzae KACC14407 WP 149198244 .1
A Sp. TSAZs WP 136704316.1
A Sp. TSH100 WP 109086203.1
A humicireducens SgZ5 WP 0636349691
A thiophilum BV-S WP 082108818.1
A Sp. B510 WP 042442983 1
Alipoferum 4B WP 0142483281
Aramasamyi M2T2B2 WP 1110666651
A thermophilum CFH70021 WP 109326993.1
A brasilense MTCC4038 WP 035671246.1
A brasilense Sp7 WP 0356712461
A brasilense Cd WP 0356712461
A brasilense MTCC4039 WP 1371411631
A Sp. TSH58 WP 109070160.1
@ Abaldaniorum Sp245 WP 0141973111
A Argentinense Az39 WP 0401339931
A argentinense MTCC4035 WP 1371164441
A brasilense MTCC4038 WP 0356729421
A brasilense Sp7 WP 0356728421
A brasilense Cd WP 0356729421
A brasilense MTCC4038 WP 137165196.1
A Sp. TSH58 WP 162600029.1
A brasilense MTCC4039 WP 175426460.1
A argentinense MTCC4035 WP 1371143151
@ Abaldaniorum Sp245 CdgC
A Argentinense Az39 WP 160174806 1
I: Azorhizobium caulinodans ORS 571 WP 0438792941
100 - Azorhizobium caulinodans ORS 571 WP 0438792931
100 - Pseudomonas ogarae F113 WP 0143367531
100 | L pseudomonas putida KT2440 WP 029615556.1
Pseudomonas aeruginosa PAO1 NP 2523911 (WspR)
A brasilense MTCC4038 WP 0356710421
A brasilense Sp7 WP 0356710421
Abrasilense Cd WP 0356710421
A baldaniorum Sp245 CdgCll
A Argentinense Az39 WP 038525874.1
A argentinense MTCC4035 WP 0385258741
A brasilense MTCC4039 WP 1371393671
A Sp. TSH58 WP 109070679.1
A thermophilum CFH70021 WP 1093299351
A thiophilum BV-S WP 045582432 1
A Sp. B510 WP 0129749891
Aramasamyi M2T2B2 WP 1110670671
A humicireducens SgZ5 WP 063635255.1
Alipoferum 4B WP 014248701.1
A Sp. TSH100 WP 109443164 1
A oryzae KACC14407 WP 2464576971
A Sp. TSAZs WP 136704536.1
I: Pseudomonas aeruginosa PAG1 NP 253086.1
100 - Stutzerimonas stutzeri NRCB010 WP 0119142421

Figura 18. Mapa filogenético de las proteinas tipo CdgC. Mapa filogenético de las proteinas tipo CdgC presentes en bacterias del género
Azospirillum y proteobacterias asociadas a plantas, realizado mediante la plataforma MEGA mediante un alineamiento tipo MUSCLE con
el método estadistico UPGMA y 1000 replicaciones por el método de boostrap, se resalta en rojo, CdgC, en verde CdgCII, en azul
WP_014197311.1 (CdgCIII) y en amarillo WspR de Pseodomonas aeruginosa PAO1.
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Contexto genético de las proteinas CdgCII presentes en bacterias del género Azospirillum ]

[Azospirf.'fum baldaniorum Sp245 ]

Azospirillum Argenti) Az39
[ ]

[ Azospirillam brasilense Cd ]

Azospirillum Sp. TSH58 ]

[ A. argenfinense MTCC4035 ]

A. Brasilense MTCC4038

A. brasilense MTCC4039 ]

[ Azospirillum brasilense Sp7 ]

A. Humicireducens SgZ-5 ]

{ Azospirillum lipoferum 4B J
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[ Azospirillum ramasamyi M2T2B2 ]

CheR anti-o

CheR anti-o

< CheR anti-3

[ Azospirillum Sp. B510 ]

[ Azospirillum Sp. TSA2s ]

[ Azospirillum Sp. TSH100 ]

CheR anti-o

[ Azospirillum oryzae KACC14407 ]

?| CheR anti-3

[ Azospirillum thiophilum BV-S ]

CheR anti-6

[ A. Thermophilum CFH70021 ]

Figura 19. Contexto genético de las proteinas tipo CdgCII en bacterias del género Azospirillum. Se analizé el contexto
genético de distintas especies del género Azospirillum, se observa la prevalencia de 4 proteinas en los distintos genomas, un RR,
una DGC CdgCII y 2 proteinas asociadas a la sintesis del cofactor de molibdopterina, las variaciones en los contextos genéticos

se relacionan con la distribucion observada en el mapa filogenético.
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Generacion de la construccion pGEM-cdgC-11

La informacion recuperada al comparar la proteina CdgCII con otras diguanilato ciclasas ya
caracterizadas, nos sugiere que posee los elementos esenciales para contar con actividad
catalitica. Es a partir que de esta informacion se decidi6 analizar la actividad diguanilato

ciclasa de CdgCII mediante un riboswitch sensible a di-GMPc.

El primer paso consistié en ampliar por PCR el ORF completo del gen cdgC-1I mediante los
cebadores cdgC-1I Fy cdgC-II R en los que se incluyeron los sitios de restriccion BamHI y
EcoRl, respectivamente; La PCR fue realizada siguiendo las indicaciones del fabricante
(invitrogen), utilizando la enzima Platinum Taq Pol, enzima caracterizada por su elevado
nimero de copias y alta fidelidad, las muestras se corrieron en gel de agarosa al 1% (Figura

20A).

Una vez obtenida la amplificacion del gen cdgC-11, se clono en el vector linealizado pGEM-
t-easy utilizando la ligasa T4 conforme lo indicaba el proveedor (Promega). Con la finalidad
de identificar las construcciones exitosas, se decidio insertar el plasmido en las células
quimiocompetentes E. coli DH5a, las colonias blancas obtenidas fueron resembradas y
posteriormente sometidas a PCR utilizando los oligonucleotidos cdgC-I1I F y cdgC-1I R
(Figura 20B), estas muestras fueron contrastadas con el ampliado obtenido de la cepa

wildtype, obtenido asi la construccion pGEM cdgC-II (Figura 20C) .
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Figura 20. Electroforetograma del ampliado del gen cdgC-II y construccion del plasmido pGEM_cdgC-II. A)
Amplificado del gen presente en Azospirillum baldaniorum Sp245, 1) Marcador Peso Molecular 2) ADN gendmico de A.
baldaniorum Sp245, 3)Amplificado del gen cdgC-II, 4)Control negativo. B) Amplificado de las colonias reportadas como
positivas a la introduccion del gen cdgC-II en el vector pPGEM t-easy y su comparacion con la secuencia wildtype (+), en la

imagen se observa que las muestras 2 y 4 fueron las Gnicas que amplificaron. C) Diagrama de la construccion del plasmido

pGEM_cdgC-1I, imagen elaborada utilizando el programa SnapGene Viewer.

Generacion del vector pGEX_cdgC-11

Para generar la construccion pGEX cdgC-1II fue necesario generar una restriccion en los
plasmidos pGEX-4T1 y pGEM _cdgC-II, mediante la plataforma SnapGene Viewer se
predijeron los tamafios de los fragmentos recuperados, en el caso del vector pPGEX-4T-1 se
esperaba obtener un fragmento de 4900 pb, por parte de la construccion pGEM cdgC-11, se
predijeron 2 fragmentos, uno de 921 pb que corresponde al gen cdgC-I1I y otro de 3016 pb
que corresponde al vector pGEM-t-easy, esta informacidon corresponde con los resultados

obtenidos al correr las muestras en un gel de agarosa al 1% (Figura 21).
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Figura 21. Restriccion del plasmido pGEM_cdgC-II y el plasmido pGEX-4-T-1, 1) plasmido pGEM_cdgC-11, 2)
Restriccion con BamHI y EcoRI, obteniendo 2 fragmentos, uno de 921 pb (CdgCII) y 3027 pb (pGEM), 3) MPM, 4)
Restriccion del plasmido pGEX_4T-1, obteniendo un fragmento de 4960 pb, 5) Plasmido pGEX 4T-1.

Una vez obtenidos los fragmentos de ADN que corresponden al gen cdgC-II y pGEX-4T
linealizado, se utilizo el kit Zymoclean Gel DNA Recovery (ZYMO Research) para recuperar
las bandas de interés para posteriormente realizar la construccion del plasmido pGEX cdgC-

11 conforme las indicaciones del fabricante.

El pladsmido pGEX cdgC-II fue introducido en las células quimiocompetentes E. coli DH5a,
con la finalidad de obtener un nimero elevado de copias del plasmido, las colonias recuperas
fueron analizadas por PCR para identificar cudles habian integrado con éxito el pldsmido
pGEX cdgC-II (Figura 22). Posteriormente se recupero el material plasmidico pGEX cdgC-
1] para realizar una transformacion en E. coli S17.1 pDZ119, células quimiocompetentes con
la caracteristica de poder detectar la produccién de di-GMPc gracias al riboswitch presente

en el plasmido pDZ119, obteniendo asi la cepa E. coli pDZ119/pGEX_cdgC-11, esta se crecid
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en medio LB adicionada con Amp [100png/ml] y Gm [15ug/ml] para identificar aquellas

colonias que integraron exitosamente ambos plasmidos.

Imagen 22. Electroforetograma de PCR del gen cdgC-II en la construccién pGEX_cdgC-II. 1)Control Negativo, 2)
control positivo utilizando la cepa wildtype, 3) PCR en colonia cepas 1-3, 4) PCR en colonia cepas 4-6, 5) MPM, 6) PCR
en colonia cepas 13-15 7) PCR 16-18.

Analisis de la produccion de di-GMPc del gen cdgC-II en Escherichia coli S17.1 pDZ.119

Se comparo la produccion de di-GMPc de la cepa E. coli S17.1 pDZ119/pGEX_cdgC-1I con
E. coli S17.1 pDZ119/pGEX_cdgC una DGC funcional ya identificada que fungiria como
control positivo, mientras que el control negativo se obtuvo al generar la cepa con el vector
vacio E. coli S17.1 pDZ119/pGEX-4T, la adicién del inductor IPTG favorece la expresion
continua del gen de interés, si este posee actividad DGC generara un cambio en la coloracion
de las colonias a tonos mas rojizos-anaranjados intensos, macroscopicamente, CdgC obtuvo
una coloracion naranja intensa mientras que CdgClII fue de una coloracién mas rojiza, pero
de menor intensidad, , esta se puede apreciar con mayor claridad en las placas de agar (Figura
23), en el caso de la fluorescencia, se observa un cambio en la coloracion respecto al control

negativo pGEX 4T1, este ultimo se mantiene con una coloracion verde, lo que nos indica
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una mayor acumulacion del fluoréforo Amcyan, mientras que la produccion de di-GMPc
favorece la expresion del fluoroforo TurboRFP lo que se traduce en una coloracidén naranja-
rojiza, estos resultados nos indican que el gen cdgC-II posee actividad diguanilato ciclasa

(Figura 24).

Analisis macroscopico de la fluorescencia de la proteina
CdgCII

( 22 horas con IPTG ] [ 44 horas con IPTG ]

CdgC cdgcll pGEX_aT

22 horas sin IPTG 44 horas sin IPTG

Imagen 23. Analisis macroscopico de la fluorescencia de CdgC-II. Se comparo la fluorescencia emitida con pGEX 4T (control
negativo) y CdgC, una proteina con diguanilato ciclasa previamente caracterizada, en la imagen se observan los cambios en la
coloracion conforme a la produccion de di-GMPc, adquiriendo una coloracion mas naranja a rojiza cuando aumentan los niveles
de di-GMPc, esto se logra mediante IPTG, un inductor de expresion genética.
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CdgCIl pGEX-4T1

Cepas sin la adicion de IPTG 22 horas

CdgC CdgCIl pGEX-4T1

Cepas adicionadas con IPTG 44 horas

CdgC CdgCll pGEX-4T1
Cepas sin la adicion de IPTG 44 horas

--

CdgC CdgCIl pGEX-4T1

Figura 24. Imagenes de microscopia de fluorescencia para analizar el aumento del di-GMPc. Las imagenes corresponden a las

proteinas CdgC (control positivo) CdgCII (proteina de interés) y el vector vacio pGEX-4T1 (control negativo), las muestras se midieron

con una exposicion 200nm y ganancia de 16nm.
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8. Discusion

En el laboratorio de Interaccion Bacteria-Planta se han llevado a cabo multiples anélisis in
silico de las proteinas con probable actividad DGC, en el caso del genoma de Azospirillum
baldaniorum Sp245 se han identificado 35 proteinas asociadas a la produccion y regulacion
de di-GMPc, 20 de estas proteinas cuentan con un dominio GGDEF, destacando 3 proteinas
con los dominios REC-GGDEF®), siendo WP_02188143.1, posteriormente definida como
CdgC, la proteina en la que se realizaron los primeros ensayos, demostrando que CdgC esta
implicada en la formacion de biopelicula, especificamente en condiciones de fijacion de
nitrégeno, los estudios realizados con la mutante ACdgC disminuyeron la producciéon de
biopelicula en medio NFB al compararlo con la cepa wildtype, aunque en condiciones de
desnitrificacion (medio minimo + KNO3) no se vio alteracioén alguna en la produccion de
biopelicula®, por lo que se plantea que alguna de las otras 2 proteinas similares a CdgC
podria estar desempefiando un papel activo en la formacion de biopelicula bajo condiciones

de desnitrificacion.

Los andlisis realizados con las DGC funcionales CdgC y WspR en las que se tienen
identificados los motivos conservados con actividad catalitica e inhibitoria, nos indican que
CdgCII mantiene el residuo de Asp conservado en el dominio REC necesario para el proceso
de fosforilacion, asi como el motivo inhibitorio RxxD y catalitico GGDEF en el dominio del
mismo nombre, todos ellos necesarios para la regulacion de su actividad catalitica, ademas
de mostrar un porcentaje de identidad elevado respecto a WspR (40.52%) por lo que podria
estar desempefiando un papel en la conformaciéon de biopelicula o cambios en la

conformacion de las colonias similar al reportado en Pseudomonas™®+.

Esta informacion concuerda con los resultados obtenidos al expresar la proteina CdgCII en
el sistema heterologo E. coli S17.1 pDZ119, el riboswitch presente en el plasmido pDZ119
funciona al censar los cambios en la concentracion del di-GMPc, cuando no hay presencia
de este segundo mensajero, el plasmido continua produciendo el fluor6foro Amcyan que dota
a las colonias de una coloracion verde, como la observada en el control negativo E. coli S17.1
pDZ119/pGEX-4T1, en caso de que se esté produciendo di-GMPc, este se une al riboswitch
B-c3-5 que favorece la expresion continua de la proteina Turbo RFP, cambiando la coloracion

de las colonias a un tono rojizo, similar al observado en el control positivo E. coli S17.1
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pDZ119/PGEX cdgC'y el gen de interés introducido en E. coli S17.1 pDZ119/pGEX_cdgC-

11, confirmando que la proteina CdgClII cuenta con actividad diguanilato ciclasa.

Proteinas como CdgClII estan encargadas de sintetizar di-GMPc, el aumento en la produccion
de este segundo mensajero se encuentra asociado a cambios en la motilidad de la bacteria,
alteraciones en su ciclo de division celular y en especial a la formacion de biopelicula, por lo
que debe ser cuidadosamente controlado. En reguladores de respuesta como CdgClII, se
requiere que estos sean fosforilados para contar con actividad catalitica, muchos de ellos
necesitan la actividad de una histidina quinasa encargada de responder a los cambios que
experimente la célula en el medio que la rodea, la interaccion de la histidina quinasa y el
regulador de respuesta conforman los sistemas de dos componentes, mismos se caracterizan
por ser especificos para sus cognados®®, en el cluster de genes asociados a cdgC-II se
identifico la histidina quinasa hibrida WP _014239226.1 que codifica para una proteina con
dominio transmembrana STM-5TMR_LYT (pfam07694) similar a los receptores tipo LytS-
Yhck, se ha demostrado que este dominio es sensible a la presencia de piruvato, molécula
implicada en distintos procesos mas alla de su papel en el metabolismo bacteriano, entre ellos
se incluyen division celular y como mecanismo de respuesta al estrés oxidativo, por lo que
la presencia de piruvato podria estar desempefiando un papel en los mecanismos que activan

y regulan a CdgCII ©9),

En contra parte tenemos la presencia del pseudogen AZOBR RS40095, también ubicado rio
arriba de CdgCll, al traducir la secuencia de nucleétidos a aminoéacidos que lo conforman, se
identifico otra histidina quinasa con dominio de dimerizacion y un dominio dCACHE, las
proteinas ubicadas rio arriba y rio abajo de este psedudogen podrian ser parte de otra histidina
quinasa hibrida como las identificadas en otros miembros del género Azospirillum; Por lo
mismo resulta complicado poder catalogar a CdgCII siguiendo la propuesta de Borland y
colaboradores para SDC en el género Azospirillum, misma que clasifica a las proteinas
pertenecientes a estos sistemas independientemente de si son HK, RR o proteinas de
fosforrelevo, agrupandolas y catalogandolas conforme si se encuentran contiguas a otras o
no, la proteina CdgCII se encuentra clasificada originalmente como parte de un sistema en
par, esto en base a los andlisis comparativos que se realizaron a partir del genoma de

Azospirillum  lipoferum 4B, especificamente del gen AZOLI 2514 posteriormente
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identificado como AZOLI RS10955, que codifica para WP_014248701.1 una de las DGC
similares a CdgCII identificadas en los analisis realizados en este estudio, que junto con la
histidina quinasa hibrida codificada por AZOLI 10960 (antes AZOLI 2515) integran ambos
elementos de este par®", considerando que el contexto genético de CdgCII en Azospirillum
baldaniorum Sp245 es distinto, se plante¢ clasificar a CdgCII como miembro de un sistema
de triada por la presencia de las 2 probables histidina quinasas identificas rio arriba de
CdgCll, aunque con la disposicion del pseudogen y los genes aledafios provistos por las

plataformas del NCBI y KEGG resulta complicado clasificarla en este momento.

Otro punto que refuerza la necesidad de analizar en detalle el contexto genético de esta region
es que el pseudogen AZOBR _RS40095 en realidad sea parte de una proteina més grande que
no se haya podido secuenciar adecuadamente, al comparar los dominios presentes en la cepa
de este estudio Azospirillum baldaniorum Sp245 (RefSeq: GCF_000237365.1) con otra cepa
depositada en NCBI de Azospirillum baldaniorum Sp245 (RefSeq: GCF_003119195.2), se
observd que mantenian contextos genéticos similares, teniendo como diferencia que esta
ultima posee el cluster de genes asociados a cdgC-II en la cadena negativa y la cepa integraba
tanto el pseudogen como los genes rio arriba y abajo del mismo en una Unica proteina

denominada WP 109138639.1 (Figura 25).
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Figura 25. Comparativa del contexto genético del pseudogen AZOBR_RS40095 y 1a proteina WP_109138639.1 Se
observa que la proteina WP_109138639.1 presente en el genoma de la cepa Azospirillum baldaniorum Sp245 (nimero
acceso NCBI: GCF_003119195.2) cuenta con los mismos dominios que las proteinas y el pseudogen pertenecientes al
cluster asociado a la proteina CdgClII analizada en esta tesis perteneciente a la cepa de 4. baldaniorum Sp245 (nimero

de acceso NCBI: GCF_000237365.1).

La presencia de dos HK rio arriba en algunos de los miembros del género Azospirillum
analizados podria conferirles una ventaja para determinar y responder de manera mas optima
a las condiciones del medio que las rodean, aunque en este estudio no se determiné si ambas
HK hibridas interactiian en conjunto para regular la actividad catalitica de CdgClI, se han
descrito casos donde los sistemas de 2 componentes se asocian para generar mecanismos de
interaccion mas complejos conocidos como redes de trabajo multiquinasa o MKN por sus
siglas en inglés (Multi Kinase Networks), estas redes de trabajo le permiten a la bacteria
responder a situaciones complejas al integrar y censar distintos estimulos mediante sistemas
de 2 componentes que interactian entre ellos, ya sea de forma sinérgica u antagonica®?), estos
sistemas se han visto implicados en la regulacion de procesos como la quimiotaxis,

esporulacion, respuesta a estrés, virulencia, formacion de biopelicula, metabolismo del
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nitrégeno, asi como procesos mas especificos que incluyen la division celular asimétrica o

diferenciacion en cuerpos fructiferos®?.

Continuando con el andlisis del contexto genético de CdgCllI, rio abajo de esta diguanilato
ciclasa se identificaron 2 proteinas asociadas a la sintesis de molibdopterina, la via
metabodlica descrita en KEGG para WP_014239229.1 y WP 014239230.1 (ambas
catalogadas como molibdopterin molibdotransferasa) presentes en Azospirillum baldaniorum
Sp245, las implica en la biosintesis del cofactor de molibdopterina (MoCo), especificamente
en el papel de convertir la Adenil-molibdopterina al cofactor de molibdopterina, siendo

denominadas como proteinas MoeA-like (ver figura 26).

Figura 26. Biosintesis del cofactor de molibdopterina. Los cuadros verdes indican que Azospirillum baldaniorum Sp245 cuenta
con los genes para seguir esa ruta metabolica, en rojo se resalta la ruta de biosintesis del cofactor de molibdopterina, comienza con
2 moléculas de GTP e implica la actividad de multiples enzimas encargadas de convertirlo en Adenil-molibdopterina que es
convertido en cofactor de molibdopterina gracias a la actividad catalitica molibdopterin molibdotransferasa de proteinas como
WP_014239229.1 y WP_014239230.1 (remarcado en rojo intenso), imagen recuperada de la plataforma Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG).
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En bacterias se ha observado que las proteinas Moe-like estan estrechamente relacionadas al
metabolismo del nitrogeno, en el caso de Burkholderia thailandensis, la mutacion en el gen
BTH 11704 impide el crecimiento de la cepa en condiciones anaerobias con nitrato como
unico aceptor de electrones, andlisis posteriores determinaron que BTH 11704 también es
importante para la formacion de biopelicula, los autores indican que la disminucién en la
formacion de biopelicula podria deberse a una menor produccion de nitrito producto de la
alteracion en la actividad de la nitrato reductasa®®. Por su parte la presencia de la proteina
resulta crucial para la produccion de compuestos bioactivos como lo es la rifamicina SV en
el caso de Amycolatopsis mediterranei U32, disminuyendo un 95% su produccion en la cepa
con el gen moeA interrumpido, los autores indican que la via regulada por MoeA resulta clave

al proporcionar el nitrégeno amidico esencial en la conformacion de la rifamicina SV©.

Esta estrecha relacion entre las proteinas MoeA y el nitrégeno se debe en gran medida al
cofactor de molibdopterina (MoCo), molécula que se une al sitio catalitico de enzimas como
la nitrato deshidrogenasa, que permite pasar del nitrato (NO3") a nitrito (NO>") facilitando
procesos redox posteriores al brindar un ion O", un proceso clave para la supervivencia de la
bacteria en condiciones de hipoxia, permitiendo a las bacterias adaptarse a cambios abruptos

o demandantes del medio que las rodea®®>?.

En cuanto a las 2 proteinas MoeA-like adyacentes presentes en todos los genomas del género
Azospirillum consultados, los analisis filogenéticos realizados en archeas y bacterias por
Megrian y colaboradores, clasifican a las proteinas MoeA adyacentes como MoeAl y
MoeA2, siendo los miembros de MoeA2 los que comparten los dominios con la MoeA
canonica identificada en Escherichia coli, por lo que la proteina WP 014239229.1
identificada en el cluster de genes de CdgCII estaria mas orientada al uso de molibdopterina
para formar el cofactor MoCo, mientras que WP _014239230.1 se clasificaria dentro de las
proteinas MoeAl, mismas que se caracterizan por estar fusionadas a un dominio PBP
(periplasmic-binding-protein) que funge como receptor no enzimatico utilizado en
procariotas para censar moléculas pequefias en el periplasma y transportarlas al citoplasma,
en el caso de MoeAl, los autores especulan que el dominio PBP-like Mfacilitaria la capturar

y transporte tungsteno, favoreciendo la sintesis del cofactor de tungsteno®®.
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En su conjunto el clister de genes podria estar desempefiando un papel importante durante
los procesos de desnitrificacion, por un lado la diguanilato ciclasa CdgCII contribuiria en la
formacién de biopelicula, una estructura clave para regular la cantidad de O» disponible al
interior de la estructura®-%¢9 un ambiente bajo en oxigeno es necesario para que proteinas
como la nitrato reductasa puedan ser sintetizadas®”), mientras que las proteinas MoeA-like
proporcionarian el cofactor MoCo necesario para que lleve a cabo su funcion desnitrificante,
en cuanto a las HK ubicadas rio arriba de CdgCllI, estas podrian estar regulando la actividad
diguanilato ciclasa de CdgCII en base a la concentracion de piruvato®®, molécula que podria
estarse acumulando bajo condiciones en las que no sea posible utilizar el NADH y Acetil
CoA obtenido de su metabolismo en el ciclo de Krebs como resultado del bloqueo de la

cadena respiratoria por la limitada cantidad de oxigeno presente en la célula®%3.

9. Conclusiones

El gen cdgC-II presente en Azospirillum baldaniorum Sp245 codifica una proteina con todos
los elementos funcionales necesarios para contar con actividad diguanilato ciclasa, esta
proteina se encuentra ampliamente distribuida en todos los miembros del género
Azospirillum analizados, aunque las busquedas en otras proteobacterias no dieron resultados
tan favorables respecto a la presencia de proteinas con una distribucién de dominios REC-
GGDEF similares a los presentes en CdgC o CdgC-II, la presencia de un cluster de genes
compartidos en todos los miembros del género Azospirillum nos da indicios de que puede
estar desempenando un papel importante durante procesos como la desnitrificacion, sin
embargo, se necesitan analisis mas detallados de ciertas regiones pertenecientes al contexto
genético de CdgCIl presente en Azospirillum baldaniorum Sp245 (RefSeq:
GCF _000237365.1) para determinar si hubo un error durante su secuenciacion y
almacenamiento en las bases de datos del NCBI y KEGG o es una caracteristica tinica de esta

cepa que le pueda conferir un comportamiento distinto al de sus congéneres.
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Perspectivas a futuro.

Un paso importante para continuar con el analisis del papel de la proteina CdgCII en
Azospirillum baldaniorum Sp245 es el realizar una mutante por delecion del gen cdgC-11,
para poder analizar los cambios que tendria respecto a la cepa wildtype bajo condiciones de
fijacion de nitrogeno y procesos de desnitrificacion, esta informacion nos ayudarian a

reforzar y comprobar si CdgClI resulta crucial durante estos procesos.

Las proteinas MoeA-like también podrian estar desempefiando un papel auxiliar en el
desarrollo de Azospirillum baldaniorum Sp245 bajo condiciones de desnitrificacion, los
analisis preliminares en KEGG implican la presencia de 3 genes adicionales a los descritos
en esta tesis (AZOBR 100300, AZOBR 130039 y AZOBR pl130019) la presencia de
multiples copias podria implicarlos en distintos procesos de gran importancia para el
desarrollo de la bacteria, por lo que se considera importante analizarlos en estudios

posteriores.
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