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Resumen

El acido di-(3’-5) guanosin monofosfato (di-GMPc) es un segundo mensajero clave para las
bacterias, estd involucrado en diversos procesos celulares como lo es la formacion de
biopeliculas, movilidad, virulencia, entre otros. La sintesis del di-GMPc es realizada por
proteinas diguanilato ciclasas (DGC) las cuales contienen el dominio GGDEF el cual seré el

encargado de la formacion del di-GMPc a partir de dos moléculas de GTP.

Para que la bacteria produzca este segundo mensajero es necesario un sistema de traduccién
de sefiales. Uno de los principales en A. baldaniorum Sp245, es el sistema de doble
componente (TCS, por sus siglas en ingles two component system). Este sistema se basa en
una histidine kinase (HK) o cinasa histidinica la cual tendrd un dominio sensor el cual recibira
la sefial y se encargara de transmitir esta sefial a partir de una fosfotransferencia al response

regulator (RR) o regulador de respuesta que sera el encargado de interpretar la sefal.

Este trabajo tuvo como objetivo determinar experimentalmente la funcion del gen cdgE de
A. baldaniorum Sp245, el cual contiene los dominios HPT-REC-REC-GGDEF y codifica

para una proteina con funciéon DGC, siendo éste un regulador de respuesta.

Debido a que los dominios HPT no suelen encontrarse comunmente en los reguladores de
respuesta se realizo la secuenciacion de laregion que corresponde al dominio HPT y laregion
intergénica. Para determinar la funcion de la proteina se analiz6 la fluorescencia emitida en
dos fondos genéticos diferentes utilizando un riboswitch, produciendo la proteina
fluorescente Amcyan y TurboRFP. Los resultados mostraron que, la proteina CdgE de 4.
baldaniorum Sp245 sintetiza di-GMPc, teniendo diferencias significativas con los controles

positivos y negativos.



Introduccion

Rizosfera

La rizosfera es la zona del suelo en la cual interactian las raices de las plantas con bacterias,
las cuales seran atraidas por los exudados radiculares que emiten las plantas. En este
microambiente ocurren distintos procesos entre los cuales destacan: la retencién de agua, la
adquisicion de nutrientes, intercambio de cationes y producciéon de exudados radiculares

(Reyes, et al. 2011).

Las bacterias aisladas de esta zona son llamadas rizobacterias y pueden ser de dos tipos;
fitopatogenas, las cuales van a generar un dafo a la planta y el segundo grupo favorecen el
crecimiento de ésta misma, asi como la capacidad de controlar ciertos patogenos, a este
ultimo grupo de bacterias se les conoce como PGPR (Por su acrénimo del inglés, Plant

Growth Promoting Rhizobacteria), (Siddiqui, 2010).

Estas PGPR estan involucradas en las actividades bidticas del ecosistema del suelo lo que
ayuda a que sea sostenible para la produccion de cultivos (Gupta et al., 2015). Por lo cual su
valor a nivel industrial ha aumentado, ya que cuenta con el potencial para desarrollar
tecnologias ecologicasy con ello se genera un aumento de la produccion agricola. Dentro de
los microorganismos PGPR mas estudiados se encuentran a los géneros Rhizobium,
Azotobacter, Klebsiella, Beijerinckia, Pseudomona, Bacillus, Azoarcus, Arthrobacter,
Enterobacter, Burkholderia, Serratia, y Azospirillum (Bojorquez et al., 2010; Loredo et al.,

2004).
Genero Azospirillum

Entre todos los géneros que existen dentro del grupo de las PGPRs, Azospirillum es uno de
los mas estudiados. El género Azospirillum pertenece al filo de proteobacterias, miembro de
la subclase a e incluye una especie previamente nombrada Spirillum lipoferum (Beijerinck
1925). Las cuales fueron observadas por primera vez por Beijerinck en 1922 al generar un
aumento en el contenido de nitrogeno en el medio (Beijerinck 1925). Posteriormente se

aislaron varias cepas de diversos de paises como se describe en la publicacion de Tarrand et



al., (1978).A la fecha se han descrito 24 especies del género Azospirillum:
Azospirillum agricola (Lin et al., 2016), Azospirillum argentinense (Dos Santos Ferreira et
al.,2022),  Azospirillum  baldaniorum  (Dos  Santos  Ferreiraet al., 2020),
Azospirillum brasilense (Tarrand et al., 1978), Azospirillum canadense (Mehnaz et
al., 2007), Azospirillum cavernae (Zhu et al.,2022), Azospirillum doebereinerae (Eckert et
al. 2001), Azospirillum fermentarium (Lin et al. 2013), Azospirillum formosense (Lin et
al., 2012), Azospirillum griseum (Yang et al., 2019), Azospirillum halopraeferens (Reinhold
et al., 1987), Azospirillum humicireducens (Zhou et al., 2013), Azospirillum largimobile
(Skerman et al., 1983 & Ben Dekhil et al., 1997), Azospirillum lipoferum (Beijerinck 1925
& Tarrand et al., 1979), Azospirillum melinis (Peng et al., 2006), Azospirillum oleiclasticum
(Wu et al.,2020), Azospirillum oryzae (Xie and Yokota 2005),
Azospirillum palustre (Tikhonova et  al.,2019), Azospirillum picis (Lin et  al., 2009),
Azospirillum ramasamyi (Anandham et al.,2019), Azospirillum rugosum (Young et
al., 2008), siendo Azospirillum brasilense Sp245 conocida actualmente como Azospirillum
baldaniorum Sp245 debido que en el afio 2020 recibid una reclasificacion fundada en la
constitucion de su genoma, y nombrada en honor a los doctores José Ivo Baldani y Vera
Divan Baldani por sus contribuciones pioneras a la investigacion del género Azospirillum

(Dos Santos Ferreira et al. 2020)

Las bacterias del género Azospirillum son gram negativas, con forma vibroide, pleomorfica,
la mayor parte del género presenta la caracteristica que puede fijar el N», con una motilidad
evidente ya que presenta un flagelo polar y flagelos laterales que le van a permitir su
desplazamiento por el medio, y asi trasladarse a zonas donde las condiciones sean las

indicadas para su desarrollo (Amaresan, et al., 2020).

Estas caracteristicas le han permitido colonizar distintos tipos de plantas que son de interés
agricola como el maiz, el arroz, la cafia, etc. Generando un interés en la investigacion de

multiples especies de este género (Amaresan, et al., 2020).
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Quimiotaxis

Para que Azospirillum pueda encontrar condiciones adecuadas para su crecimiento, asi como
para la colonizacidén a la planta hace uso de distintas estrategias. Una de estas estrategias es
la quimiotaxis, la cual permite a la bacteria desplazarse de manera dirigida tanto a favor de
un gradiente quimico (quimioatraccién) como en contra (quimiorepelencia) (Bi ef al. 2018;
Colin et al. 2021), algunos gradientes quimicos que la bacteria puede detectar son los
distintos exudados radiculares de la planta, los que contienen: azucares, aminoacidos,
hormonas, acidos orgéanicos etc. Cuando la bacteria reconoce alguna de estas sefiales va a
generar una cascada de transduccion de sefales que controlan la quimiotaxis, propiciando un
movimiento haciaun ambiente optimo, y una vez establecida esto le permitira su crecimiento,
supervivencia, formacion de biopelicula y la interaccién con hospedadores (Corral et al.,
2016). Para que pueda ocurrir este suceso necesita de una maquinaria de transduccion de
senales, la cual transmite informacion del ambiente al aparato motriz, donde los sistemas de

doble componente se encuentran ampliamente involucrados (Phillips ef al., 2004).

Antecedentes generales

Sistema de doble componente (TCS)

Para que la bacteria pueda reaccionar a estas sefiales necesita un sistema complejo de
sefializacion. Uno de los usados por Azospirillum son los sistemas de dos componentes (TCS
por sus siglas en inglés Two Component System) estos sistemas le ayudaran a ajustar su

comportamiento en consecuencia (Borland et al., 2015).

Estos sistemas de sefializaciéon se basan en una reaccién de fosfotransferencia, la
fosfotransferencia canonica se basa en la transferencia del fosfato de histidina a aspartato
(H—D), mientras que la fosfotransferencia no canonica se basara en la transferencia del
fosfato en multiples pasos (H—-D—H—D) hasta que se realice la respuesta a la sefial
percibida. Ambas fosfotransferencias se realizan entre dos proteinas. La primera es una
proteina receptora la cual se denomina cinasa histidinica sensora, (0 HK por sus siglas en
inglés histidine kinase). Las cuales pueden operar como dimeros y se activaran por el proceso

de autofosforilacion, éstas se pueden hallar ancladas a la membrana o en el citoplasma
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bacteriano. Las cinasas histidinicas tendran un dominio sensor que se encargara de recibir la
seial del ambiente y un dominio catalitico que funcionara a expensas de ATP que al
desprotonarse liberara un fosfato del dominio catalitico y lo transferird al regulador de
respuesta (Chang & Stewart 1998). Existen distintos tipos de cinasas histidinicas, las cuales
se denominan cinasas histidinicas ortodoxas, no ortodoxas ¢ hibridas. Las cinasas histidinicas
ortodoxas, conforman el modelo clasico del sistema de dos componentes, estas contendran
el dominio sensor, el dominio catalitico, y por tltimo el dominio de transferencia como lo
puede ser un DHp (Figura 1 a). Las cinasas no ortodoxas, se van a diferenciar por su
estructura o mecanismo de accion, estos cambios afectaran la forma que se transtiere el grupo
fosfato, en lugar de transferir el fosfato directo al regulador de respuesta transferiran el
fosfato a otro intermediario como podria ser a un dominio REC que contendra un aspartato
conservado o dominios HPT que tendran una histidina conservada. Estos dominios se
encuentran dentro de la misma cinasa histidinica, para que posteriormente transfiriera el
grupo fosfato al regulador de respuesta (Figura 1 b). Por ultimo, existen las cinasas
histidinicas hibridas, las cuales se caracterizan por contener multiples dominios de
transferencia de fosfato en una sola proteina. Esta arquitectura les permite realizar la
transferencia secuencial del fosfato entre distintos dominios que se encuentran dentro de la
proteina, como los dominios HPT solubles. Estos dominios HPT, a pesar de que pueden estar
contenidos en la misma proteina, actuan funcionalmente como proteinas intermediarias,
facilitando la propagacion de la sefal hasta alcanzar al regulador de respuesta (Figura 1 c)

(LiuCetal., 2019).

Figura 1. Organizacién y patrones de

N /_\. fosforilacion de los distintos tipos de TCS.
8 ’ a) La version clasica comprende un dominio de
— —_— HI — D1 — — entrada, (verde) un dominio transmisor (H1)
Seaser L Receptor Salida (gris), el cualtransfiere el grupo fosforilo (p) al

dominio receptor (azul) en el regulador de
respuesta (RR), la version clasica es un

1) TCS no ortodazo /w—\ mecanismo de fosforilaciéon de dos pasos. b) La
£ ® % version no ortodoxa, la cinasa histidinica (HK)

Q ¢ S 0 \ . .
4 = e 18 __ contard con un dominio con un residuo de
Seasor DHp ca REC  HPT Recepter Salida aspartato conservado (REC; D1) (azulrey) y un
Transmisor dominio con histidina conservada (HPT; H2)

(amarillo) adicionales en el extremo C-terminal
i y sera transferido al dominio con aspartato

N\/—\ conservado (REC; D2) (azul) del regulador de

Y [ T T respuesta (RR), esta version es un mecanismo
de cuatro pasos. ¢) La version hibrida funciona
de manera similar al no ortodoxo, agregando
dominios de transferencia, (REC; D1) (azulrey)
asi como proteinas solubles (HPT; H2) que
actian como proteinas individuales (amarillo)
que ayudan a la transferencia de la sefal

Semsor DHp CcA Receptor Salida

Transmisor
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La segunda proteina involucrada es un regulador de respuesta (RR), la cual contiene un
dominio receptor denominado dominio REC con un aspartato conservado, el cual recibe el
fosfato proveniente de la HK y un dominio efector el cual se encargaré de llevar a cabo la
respuesta a la sefial que se percibe del medio ambiente (Capra & Laub, 2012) (Jung et al.,
2012) (Figura 2). La arquitectura comun de los RR se basa en dominios REC simples que
tienen el aspartato conservado, sin embargo, se ha visto que suelen ser proteinas mas
complejas que albergan dominios adicionales como son los dominios PAS, GAF, HisKa,
HATPasa, de esta manera se visualiza la versatilidad de los RR por la variedad de dominios

que contengan (Jenal ef al., 2017).

Los RR tienen multiples funciones y han sido clasificadas en base a ello: 1) A nivel
transcripcional, por lo que codifican proteinas que contengan dominios de uniéon a DNA y
RNA, el porcentaje de éstas sera de un 64% del total de los RR, teniendo el mayor porcentaje.
2) Con funcién enzimatica que tendran un 13% del total de los RR, como las de diguanilato
ciclasa, fosfodiesterasa, o metilesterasas. Estas proteinas de tipo GGDEF/EAL tendran un
5% en la categoria de funcion enzimatica. Por ultimo, 3) con funcién en la interaccion
proteina-proteina. Las cuales que tienen un 3% del total de RR (Figura 2) (Djordjevic S et
al., 1998; Gao R et al., 2009).

AmiR PleD Chew

Effector domains

J‘J’J’ v
x@

a”” -
DNA binding RNA binding Enzymatic Stand alone Protein binding
1% 13% 17% 3%
N
—:_[IIIII | 0 O %
3%
il ~
Misc. OmpR L LytR  NtrC Misc. GGDEF CheV Misc
3% 30% 17% 3% 10% 5% 5% 3% ) 1.4%

AgrA NtrC1

Figura 2. Estructura de dominios efectores en los RR. a) Distribucion de los diversos dominios efectores de los RR representados
en la barra horizontalsegiin sus funciones. Los porcentajes enciman de la barra representan las clases funcionalesy los porcentajes

debajo de la barra representan la distribucion de las subfamilias de los RR. Extraido y modificado de Gao R. (2009).
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Reguladores de Respuesta con Actividad de Diguanilato ciclasa

Una vez que la bacteria realiza la cascada de sefializacion produciré la respuesta necesaria
como por ejemplo la movilidad y formacion de biopelicula. Para el cambio de vida sésil-
plancténico de la bacteria se ha descrito que esta involucrado un segundo mensajero, el acido
di-(3’-5’) guanosin monofosfato (di-GMPc), éste estimula la biosintesis de adhesinas y
exopolisacaridos, lo que inhibe la motilidad de la bacteria y promovera la formacion de
biopeliculasy por el contrario cuando disminuyan los niveles de este segundo mensajero se

favorecera la movilidad y la virulencia bacteriana (Xiqui et a/., 2003).

El di-GMPc es sintetizado por proteinas diguanilato ciclasa (DGC), estas proteinas tendran
un dominio conservado GG(D/E)EF, que serdn los encargados de sintetizar el di-GMPc, a
partir de dos moléculas de GTP y sera degrado por fosfodiesterasas especificas (PDE) que
contendran el dominio EAL o en menor cantidad el dominio HD-GYP (Figura 3) (Newell et

al.,2011) .

Motility Sessility
Virulence Adhesion
Biofilm
2Grp )y cp. WD GG

Figura 3. Regulacion de di-GMPc. Representacion de la sintesis por el dominio GGDEF (naranja) e hidrolisis por el
dominio EAL (azul) de di-GMPC vy sus funciones celulares. Adaptado de Jenal et al., (2006).

Este segundo mensajero participa en distintas funciones en la bacteria, intervendré en la
regulacion de la formacion de biopelicula al regular la expresion de distintos genes que
codifican para proteinas que forman la matriz extracelular de la biopelicula (Ramirez Mata

etal., 2014).
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Antecedentes especificos

En 2015 Borland y colaboradores realizaron un analisis bioinformatico de todos los TCS que
se encuentran codificados en los genomas de 4 especies del género Azospirillum las cuales
fueron, Azospirillum lipoferum 4B, Azospirillum Sp B510, Azospirillum brasilense Sp245,
Azospirillum brasilense CBG497, encontrando que el género de Azospirillumtiene una gran

cantidad de TCS a comparacion de otras bacterias asociadas con plantas.

En los TCS la organizacion genética es importante por lo cual Borland clasifico los genes de
Azospirillum segin su contexto genético como: huérfanos cuando no se encontraba ningin
gen codificante de RR o HK adyacente, por pares (RR o/y HK adyacentes), triadas (tres genes
de RR o/y HK adyacentes), tétradas (cuatros genes de RR o/y HK contiguos), péntadas (cinco
genes de RR o/y HK contiguos) o héxadas (seis genes de RR o/y HK contiguos) (Tabla 1).

Tabla 1.
Strain Orphan Pair Triad Tetrad Pentad Hexad TOTAL
A lipoferum 4B 106 48 5 4 1 1 244
Azospirillum sp. 100 56 12 3 0 0 260
B510
A brasilense 128 46 10 1 1 0 259
5p245 Tabla 1.Organizacion genética de
A brasilense 101 42 10 3 0 0 227 los TCS de distintos géneros de
CBG497 Azospirillum

En este mismo estudio se encuentra que en Azospirillum baldaniorum Sp245 era el segundo
microorganismo con mas TCS de los géneros analizados, contando 259 genes, entre los

cuales 124 genes codificantes de RR (Tabla 2).

Tabla 2. -
Straing and feature TG ype Chiomosome pl pl p3 o ps* b Total”
A brasilense Sp245
Sensing HK Classic HK Bl 2 8 5 7 1 - 4
HyHC 19 13 6 9 7 1 - 55
CheA 1 2 1 - - - - 4
Outpuk esporsz f 4 ¥ B ! 1 I ) % Tabla 2. Clasificacién de los TCS.
Phosphotransfer HiskA - - - - - - - 0 Realizada porBorlandy colaboradores
Hot | . . . - . 2 de los 259 genes de TCS encontrados
Totd ® % u 3 % 3 . 39 ©nAzospirillum baldaniorum Sp245
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Asi mismo se identifico la presencia de una péntada Unica en el genoma de Azospirillum
baldanorium Sp245, 1a cual se decidid estudiar en el laboratorio de interaccion bacteria planta

del Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.

hkhB  cheY= luxO = hkhC = —

Figura 6. Contexto genético de la péntada de genes

En 2014 Gamboa con el fin de analizar la participacion de las proteinas con dominios
GGDEF de 4. baldaniorum Sp245 en crecimiento y estrés, realizo una mutacion en el gen
cdgFE (diguanilato ciclasa E) mediante la insercion de un casete de resistencia a kanamicina-
beta-glucuronidasa (gusA-Km®) y compard el crecimiento con la cepa silvestre, visualizo que
la mutante estaba afectada en la movilidad en comparacion de la cepa silvestre,
probablemente la mutacion ocasiond un desplazamiento de los genes rio abajo afectando con

ello su transcripcion.

Figura. 4. Halo de crecimiento de las distintas cepas de
Azospirillum, A. baldanorium Sp245(Wildtype), 7U-3 (Mutacion por
delecion del gen cdgE), 5-A (Mutacion por insercion de un casete de

resistencia a kanamicina-beta-glucuronidasa en el gen cdgFE).

Posteriormente, Avalos Rangel obtuvo una mutante de A. baldaniorum AcdgE sin un
marcador de seleccion que evitara la afectacion de los genes rio abajo, posteriormente, con
estanueva mutante realizo las mismas pruebas que llevd a cabo Gamboa. Como se puede ver
en la figura 4 se encuentra la cepa wild type (WT 245) la cual es la movilidad normal que
tiene la bacteria, en la cepa 7U-3 (4dcdgFE) la cual corresponde a la mutante que realizo Avalos
Rangel, la cual mostro una afectacion significativa en su movilidad y por ultimo la cepa 5—
A (gusA-KmR) la cual es la mutante que realizo Gamboa se ve una movilidad nula por parte
de la bacteria. Lo que llevo a analizar a los demds genes que se encuentran en el contexto

genético (Figura 4).
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Figura 5. Contexto genético de la péntada de genes y su arquitectura. Ubicado en el plasmido 3 de Azospirillumbaldaniorum Sp245.

Estd compuesta por cdgE, una posible diguanilato ciclasa con dominio GGDEF; hkhB y hkhC, quinasas histidinicas hibridas; cheY-like,

un posible regulador de motilidad; y /uxO-like, un posible regulador transcripcional.

Por lo cual, en el laboratorio los trabajos de Yessica Ibelith Cosme, Uriel Cardona Baltazar
y Christopher Navarro, han contribuido a analizar el mapa fisico de la region péntada de
Azospirillum baldaniorum Sp245 la cual contiene dos genes que codifican para los RRs
(cdgE'y luxO-like), dos genes para HK (hkhB y hkhC) y un dominio REC libre (cheY-like)

teniendo algunos avances en la definicion de los dominios como se muestra en la figura 5.

A partir de esto se realiza una busqueda para analizar la estructura de la proteina CdgE
encontrando que tiene una estructura similar a la proteina PleD de Caulobacter crescentus,
esta proteina contiene dos dominios REC y un dominio GGDEF (PDB: 2VON), la cual ya ha
sido reportada y que se ha cristalizado su estructura, esta proteina funciona esencialmente en
el control del ciclo celular de la bacteria (Aldridge et al., 2003), y con base a la informacion
de Ramirez Mata (2018) que observd las estructuras comunes de los diversos RR se visualizd
que la proteina CdgE de Azospirillum baldaniorum Sp245 tenia una estructura no canonica
con respecto a diversos RR, debido a que el dominio HPT es comtinmente encontrado en las

HK y HPT solubles, originando curiosidad por el gen cdgE y su arquitectura poco comun.

Estas estructuras de proteinas de la familia PleD las cuales contiene los dominios REC, REC
y GGDEF como lo menciona Ralf Paul y colaboradores en 2007 funciona en dimeros, y para
que ocurra esta dimerizacion es necesario que se fosforile alguno de los dominios REC de la

proteina, teniendo una mayor eficacia en la produccion de di-GMPec.
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Figura 7.Representacion esquematica de las vias de seiializacion de dos componentes frente a las de miiltiples componentes y
del sistema de fosforilacion CckA-ChpT-CtrA/CpdR a)Esquema de funcion de un TCS clasico conteniendo un HK y un RR. b) Un
esquema de funcién de un TCS multiple un DHp soluble encerrado en rojo con un sitio catalitico (CA). ¢) Esquema de las distintas
funciones que puede realizar este dominio DHp con sitio catalitico, extraido de Briiderlin ez al., (2023).

Recientemente en 2023 Briiderlin y colaboradores buscaron las diferencias de los dominios
REC que se encuentran en los RR y en las HK, en estos resultados encontraron un homologo
a un dominio HPT soluble, el cual es una proteina con dominio DHp el cual servird para la
transferencia de la sefal en el sistema de doble componente, sin embargo, esta proteina
contiene un dominio catalitico (CA) en la regién C-terminal el cual funciona con el ATP para
desprotonarlo, esto nos podria indicar que existen proteinas HPT con dominios adicionales
mencionando la versatilidad de estas proteinas como lo puede ser CdgE de Azospirillum

baldaniorum Sp245 (Figura. 7).

En 2019 Pfiffer y colaboradores con el fin de estudiar DGC y EAL maestras las cuales se
encargaran de la mayor parte de produccion o degradacion del di-GMPc en la bacteria
encontraron que si se eliminaban la DGC maestra la produccion de éste bajaba sus niveles de
manera muy significativa creando asi la cepa E. coli AR3110 AcdgE, 1o que nos llamo la
atencion para poderla utilizar en los experimentos donde sea mas tangible la produccion mas

tangible de di-GMPc que en este caso seria el gen cdgE de A. baldaniorum Sp245 (Pfiffer et
al.,2019).
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Justificacion

Aun falta conocer demasiado acerca de los mecanismos que utiliza las bacterias para dar
respuesta a distintos estimulos los cuales han llevado décadas de evolucion que ahora le
permiten sobrevivir a distintos ambientes, el dar respuesta a distintas sefales a través de los
TCS y en particular de los RR que tienen una estructurano documentada. Tratar de entender
estos mecanismos refuerzan las bases del conocimiento cientifico necesario para crecery dar
respuestaa como ha sido la evolucidn en la bacteria que origino la asociacion de esta bacteria

con la planta.

Planteamiento del problema

Azospirillum baldaniorum Sp245 es una bacteria significativa del grupo de las PGPR y de
cual su estudio es de gran interés debido a la gran cantidad de beneficios que otorga a la
planta con las que interacttia. Para lograr llevar a cabo esta asociacion se requieren sistemas
de deteccion versatil como los sistemas de dos componentes, que resulta vitales para esta
funcion y de los cuales atin se desconoce bastante tanto de las cinasas histidinicas, como de
los reguladores de respuesta, originando curiosidad en la proteina CdgE de Azospirillum
baldaniorum Sp245 que es un RR y el cual contiene un dominio HPT que no es candnico en
los RR lo que podria explicar su versatilidad en la deteccidon de sefiales de los RR y proteinas

que contienen una arquitectura similar.

Dado esto nos surgieron las siguientes preguntas: ;La proteina CdgE contendra algiin codon
de paro entre el dominio HPT y el primer dominio REC ?, ;La proteina CdgE tendra funcion

de diguanilato ciclasa?

19



Hipotesis

2

“La proteina CdgE de Azospirillum baldaniorum Sp245 participaen la sintesis de di-GMPc

Objetivos

General

* Determinar la funcion de diguanilato ciclasa de la proteina CdgE de A. baldaniorum Sp245

Especificos

* Resecuenciar laregion que codifica el dominio HPT del gen cdgE de 4. baldaniorum Sp245

* Clonar el ORF del gen cdgE de A. baldaniorum Sp245 en vectores de expresion para

proteinas recombinantes

» Determinar la funcion de diguanilato ciclasa de la proteina CdgE de 4. baldaniorum Sp245

utilizando un biosensor de di-GMPc.
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Materiales y métodos

Cepas y vectores empleados en el estudio

Azospirillum baldaniorum

Sp245

E. coli DH5a

E. coli DH5a Sec-1/cdgE

(secuenciacion)

E. coli S17.1

E. coli S17.1 pDZ1 -1

E. coli S17.1 pDZ1 - 2

E. coli §S17.1 pDZ1 -3

E. coli AR3110 AcdgE

Cepa silvestre

F- endAl gInV44 thi-1 recAl relAl
gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAM15
A(lacZYA-argF) U169, hsdR17(rK-
mK+), A-

Cepa derivada de E. coli DH5a
contiene el vector pGEM-T-EASY-

SeclcdgE

recA thi pro hdsR4 (rK- mK+) (RP4-
2T::MKm::Tn7) Tpr SmR Apir

Cepa derivada de E. coli S17.1,
contiene el biosensor de di-GMPc,

pDZ1.

Cepa derivada de E. coli S17.1,
contiene el vector pPGEX4T1-cdgE y el

biosensor de di-GMPc, pDZ1.

Cepa derivada de E. coli S17.1,
contiene el vector pQE-31 cdgA4 y el

biosensor de di-GMPc, pDZ1.

Cepa derivada de E. coli AR3110 el

cual contiene la mutacion por
eliminacién de una diguanilato ciclasa

maestra.

Baldani ef al., 1983

Hanahan, 1983

En este estudio

Simon et al., 1983

En este estudio

En este estudio

Lopez Lara et al., 2014

Pfiffer et al., 2019
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E. coli AR3110 -1

E. coli AR3110 -2

E. coli AR3110-3

Cepa derivada de E. coli AR3110
AcdgE, contiene el biosensor de di-

GMPc, pDZ1.

Cepa derivada de E. coli AR3110
AcdgE, contiene el vector pGEX4T1-
cdgE y el biosensor de di-GMPc,
pDZ1.

Cepa derivada de E. coli AR3110
AcdgE, contiene el vector pQE-31 cdgA
y el biosensor de di-GMPc, pDZ1.

En este estudio

En este estudio

En este estudio

pGEM-T-EASY

Vector de mantenimiento

Promega

pGEM-T-EASY-SeclcdgE

(secuenciacion)

Vector de mantenimiento con el
fragmento de HPT de cdgE de A.
baldanorium Sp245

En este estudio

pGEM-T-EASY-cdgE

Vector de mantenimiento con el ORF

de cdgE de A. baldanorium Sp245

En este estudio

pGEXA4T1

Vector de expresion

Promega

pGEX4T1-cdgE

Vector de expresion con el ORF del gen

cdgE de A. baldanorium Sp245

En este estudio

pQE-31 cdgA4

Vector de expresion que contiene el gen

cdgA de A. brasilense Sp7

Lopez Lara et al., 2014

pDZ1

Riboswitch que contiene los genes que

codifican a las proteinas fluorescentes

(TurboRFP y Amcyan)

Zamorano Sanchez,

2019.
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Diseifio oligonucledtidos

F-cdgE-secl 5" TGCCATTGATCTTCGGCG 3° Tm: En este estudio
(Forward) 57.8°C
R-cdgE-secl 5" CAAGAGAGCCTCCTCGACG 3 Tm: En este estudio
(Reverse) 57.9°C
F-cdgE-pGEX4T1 5'CGATCCATGAATTCGACGATGATCAGCG Tm: FEn este estudio
(Forward) 3 55.3°C

Enzima de restriccion: BamHI

R-cdgE-pGEX4T1 5'CTCGAGGAAGGCGGACTCGTC GAG3” Tm: En este estudio
(Reverse) 57.9°C
Enzima de restriccion: Xhol
LQI1F CGTCCGTCGACATGCTGGATTCGGTTGGTTC Tm: Lopez Lara et
53.8°C  al.,2014
(Forward) Enzima de restriccion: Sall
LQIR CGTCCAAGCTTTCACATGCCTGGTTCGTAAA | Tm: Lopez Lara et
cC 56.3°C  al.,2014
(Reverse)

Enzima de restriccion: HindIII

Los oligonucledtidos se realizaron con la ayuda de los programas bioinformaticos: IDT
Technologies (oligo analyzer), SNAPGENE, SMART PROTEIN el uso de esta ultima fue
con el fin de amplificar tnicamente la region HPT para su secuenciacion. Se realizaron dos
pares de primers, para los oligonucleotidos utilizados en la secuenciacion se decidid
amplificar menos de 1000 pares de bases teniendo en cuenta una secuenciacion eficazy sin
posibles errores, secuenciando la region intergénica del gen rio arriba hasta el primer REC
del gen cdgE de A. baldaniorum Sp245 dando un amplificado de 951 pares de bases, y se
nombraron los oligonucle6tidos F-cdgE-secl y R-cdgE-sec1. Para los otros oligonucleotidos
se insertaron los sitios de restriccion BamHI y Xhol para los oligonucleoétidos forward y
reverse respectivamente con el fin de amplificar 1677 pares de bases correspondientes al
ORF del gen cdgFE de A. baldaniorum Sp245 y se nombraron F-cdgE-pGEX4T1 y R-cdgE-

pGEXA4T]I. Se establecieron las siguientes caracteristicas para su uso en PCR:
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Condiciones de PCR para los primers F-cdgE-secl y R-cdgE-secl

Agua 3
DreamTaq2x TermoFisher 5
DNA 1
Oligo F S5
Oligo R 5
Primer ciclo 95°C Smin 1 ciclo
Segundo ciclo 95°C 30seg 30 ciclos
53°C 30seg
72°C I min
Tercer ciclo 72°C 7:00 min 1 ciclo
Ciclo final 4°C 0

Condiciones de PCR para los primers F-cdgE-pGEX4T1 y R-cdgE-pGEX4T1

Primer ciclo 95°C Smin 1 ciclo
Segundo ciclo 95°C 30seg 30 ciclos
54°C 30seg
72°C 1:40 min
Tercer ciclo 72°C 5:00 min 1 ciclo
Ciclo final 4°C o0
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Analisis bioinformatico

Para el analisis bioinformatico se realizo6 la busqueda y recuperacion de la secuencia del gen
cdgE de A. baldaniorum Sp245, la cual efectué en la base de datos del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_014198789.1). Para predecir los dominios que
contenia el gen, se utilizd la plataformade CONSERVED DOMAINS DATABASE (Lu et
al., 2020., https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) y SMART PROTEIN
(Letunic et al., 2015; http://smart.embl-heidelberg.de/). Se utilizé la plataforma de NCBI
BLAST (BLAST: Basic Local Alignment Search Tool) para la busqueda de secuencias

similares al gen cdgE de A. baldaniorum Sp245. Para la prediccidon del modelo proteico de
CdgE de A. baldaniorum Sp245 se empled el programa de SWISS-MODEL vy se utilizo la
plataforma de RCSB PROTEIN DATA BANK (https://www.rcsb.org) para la obtencion del
dominio HPT (ShpA) de Caulobacter vibrioides CB15 (Codigo PDB: 200C) (Xu Q et al.,
2009) y de los dominios REC-REC-GGDEF de la proteina PleD de Caulobacter vibroides
CB15 (Codigo PDB: 2VON) (Chan C et al., 2004) ambas secuencias se utilizaron como

plantillas estructurales. Para los alineamientos comparativos de las secuencias obtenidas se
utiliz6 la plataforma de CLUSTAL W (https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo). El
analisis de la estructura obtenida por SWISS-MODEL de CdgE de A. baldaniorum Sp245 se
realizo con el software CHIMERAX (Pettersen ef al., 2004).

Clonacion del fragmento HPT del gen CdgE

Si creci6 la cepa A. baldaniorum Sp245 en medio K-lactato durante 18 horas en agitaciona
150rpm a 30°C. Se extrajo DNA gendémico mediante el método de bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) (Murra, et al. 1980) (anexo 4) y se comprobo por medio de
gel agarosa al 1% y con electroforesis. La amplificacion del fragmento se realizé con las
condiciones mencionadas anteriormente con el uso de los primers F-cdgE-secl y R-cdgE-

secl.

Se clon6 en el vector pGEM-T-EASY como el proveedor lo indica (Promega), y se
transformo en células quimiocompetentes de E. coli DH5a, las cuales crecieron en placas de
LB a 37°C durante 12h y se seleccionaron las clonas por X-GAL 40 pg/mL y por resistencia
a ampicilina 100 pg/mL.
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A la clona seleccionada la cual contenia el pldsmido, se creci6 en LB liquido suplementado
con ampicilina 100 pg/mL durante 12 horas a 31°C, se realizd la extraccion plasmidica
(Sambrook, et al., 1989) (Anexo 1). Se comprobo por analisis de restriccion y PCR.
Confirmado el fragmento, ésta se envié a secuenciar por el método de Sanger y
posteriormente se analiz6 la secuenciaobtenida a partir de un BLASTN y BLASTX (BLAST:

Basic Local Alignment Search Tool) asi como un alineamiento comparativo de la secuencia

de la base de datos y la secuencia obtenida (Anexo 5).

Transformacion cepa E. coli AR3110 AcdgE'y E. coli s17.1 pDZ1-1

En virtud de los recientes resultados de Pfiffer y colaboradores en 2019 se decidio utilizar la
cepa E. coli AR3110 AcdgE para los experimentos de estimacion de los niveles de di-GMPc.
De igual manera debido a que la cepa E. coli s17.1/pDZ1-pQE-31 cdgA habia perdido la

fluorescencia se decidio realizar de nuevo la transformacion.

Las célulasde E. colis17.1 y en E. coli AR3110 AcdgE se hicieron quimiocompetentes por
el método de Mendel e Higa (1970)(Anexo 3), y se transformaron con el plasmido pDZI
(Zamorano Sanchez, 2019.) en LB suplementado con gentamicina 5 pg/mL a 37° C durante
12 horas, estas se confirmaron por microscopia de fluorescencia con los el fluordforo
Amcyan que se excitade 457nm a 520nms y del fluoréforo reportero TurboRFP que se excita

de 553nm a 574nm.

Para la cepa de E. coli s17.1 pDZ1-2 se tomo la cepa pLIL2-cdgA esta se crecio en medio
LB amplificado con ampicilina 100 pg/mL y cloranfenicol 3.7 pg/mL durante 12 horas a
31°C, y se extrajo el plasmido pQE-31 (Sambrook, et al., 1989) (Anexo 1).

El plasmido pQE-31 se transformé en células quimiocompetentes E. coli s17.1 pDZ1-1y en
E. coli AR3110-1, estas se crecieron las placas de LB a 37°C durante 12h y se seleccionaron
las clonas por resistencia a gentamicina 5 pg/mL y ampicilina 100 pg/mL. Se hizo la

comprobacion por restriccion y PCR.
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Clonacion del ORF del gen cdgE

Utilizando el DNA extraido de 4. baldaniorum Sp245 se amplifico el ORF del gen cdgE de
A. baldaniorum Sp245, la amplificacion del fragmento se realizé con las condiciones vistas

anteriormente

La clonacion se realizd en el vector pPGEM-T-EASY como lo indica el proveedor (Promega)
y se realizo la transformacion en las células quimiocompetentes E. coli DH5a, estas se
crecieron las placas de LB a 37°C durante 12h y se seleccionaron las clonas por X-GAL 40

ng/mL y por resistencia a ampicilina 100 pg/mL.

Subclonacion en el vector pGEX4T1

A la clona que contenia el amplificado se crecié en LB liquido suplementado con ampicilina
100 pg/mL a 37°C durante 12 horas y se llevo a cabo la extraccion de DNA plasmidico
(Sambrook, ef al., 1989) (Anexo 1). Se comprobo por restriccion y PCR.

Se realiz6 la extraccion del fragmento del plasmido el cual corresponde al gen cdgE de A.
baldaniorum Sp245 por medio de sitios de restriccion que rodean el gen y se hizo la
subclonacion en el vector de expresion pGEX4T1, realizada la ligacion del fragmento al
plasmido este se transformo en células quimiocompetentes E. coli s17.1 pDZ1-1 y en E. coli
AR3110-1 anteriormente hechas. Estas se crecieron las placas de LB a 37°C durante 12h y
se seleccionaron las clonas por resistenciaa gentamicina 5 pg/mLy ampicilina 100 pg/mL.

Se hizo la comprobacion por restriccion y PCR.

Determinacion de la funcion de diguanilato ciclasa de la proteina CdgE a través de un

biosensor de di-GMPc

La determinacion de di-GMPc se realiz6 en el sistema heter6logo mediante un biosensor
especifico para el di-GMPc y se efectud la evaluacion de la produccion de di-GMPc de
manera macroscopica visualizando la intensidad que contenian los medios y de manera
microscopica utilizando un microscopio Nikon TE2000U equipado con un objetivo 100X
(objetivo de inmersion en aceite). Las cepas E. coli S17.1-2, E. coli S17.1 pDZ1-3, E. coli
S17.1 pDZI-1,y E. coli AR3110-2, E. coli AR3110-3, E. coli AR3110-1, fueron crecidas en
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LB suplementado con gentamicina 5 pg/mL y ampicilina 100 pg/mL hasta que presentaran
una DO de 600nms entre 0.4 - 0.6 y se afiadio el inductor IPTG en una concentracion final
de 0.5mM y se dejo creciendo a 30°C en agitacion de 150rpm. Cada 24 se tomaron las
muestras, una vez acabado estos tiempos se tom6 ImL de medio de cada cultivo y se
concentrd 10 veces, se resuspendio el paquete celular en agua destilada para su visualizacion
macroscopica. Para la visualizacion microscopica se depositd una gota de cada uno de los
cultivos en un cubreobjetos cubriendo el cultivo con agarosa [1 % p/v]. Se utilizé el
microscopio de fluorescencia en el cual se ocupara el fluor6foro Amcyan que se excita de
457nm a 520nmsy del fluoréforo reportero TurboRFP que se excitade 553nm a 574nm. Las
imagenes obtenidas fueron editadas empleando el software NIS Elements Advanced
Research (Nikon Instruments Inc). Obteniendo el RFI (Relative Fluorescent Intensity) que
representa la relacion entre las intensidades de fluorescencia de TurboRFP y AmCyan y es

directamente proporcional a los niveles de di-GMPc.
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Resultados

Evaluacion de la secuencia del gen cdgE

Para iniciar el analisis del gen cdgE de Azospirillum baldaniorum Sp245 se rescatd su
secuencia (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_014198789.1). El gen cdgE de A.
baldaniorum Sp245 de acuerdo con el analisis en la plataforma CONSERVED DOMAINS
de NCBI, presenta dominios conservados que sugieren una posible actividad de diguanilato
ciclasa. Los resultados indicaron que pertenece a la familia PleD y que ademads posee un
dominio adicional del tipo HPT. Para verificar estos resultados se utilizo la plataforma de
SMART PROTEIN en donde se pudieron identificar los dominios HPT, REC, REC y
GGDEF los cuales forman parte de la proteina CdgE de A. baldaniorum Sp245 (Figura 8).

+ 135 250 378 500 &35 750 75 1400 1125 1250 1375 1500 1625 1672

RF +1

specific hits

Superfanilies o
Pled \ Nucleotidyl_cyc_III superfamily

: 126 20 a78 500 s2s % B 1006 1126 1250 1376 1500 1625 167

L I - P - Ll R S S S T S T S S S S S S S T T Ty O O S S i |
RF 43
Superfanilies PRKO7764

Search for similar domain architecures | @ [Refine searcn | @
List of domain hits o
+ Name Accession Description Interval  E-value
[+ GGDEF cd01949 Diguanylate-eyclase (DGC) or GGDEF domain; Diguanylate-cyclase (DGC) or GGDEF domain 1185-1632 9.17e-53
[# pleD super family 135865 response regulator PleD; Reviewed 625-1632 2.86e-45
[ PleD super family c134659 Two-component response regulator, PleD family, consists of two REC domains and a diguanylate .. 424747 1.96e-08
[ Hpt pfam01627 Hpt domain; The histidine-containing phosphotransfer (HPt) domain is a novel protein module .. 67-255 9.46e-06
[+ PRKO7764 super family c135613 DNA polymerase Il subunits gamma and tau; Validated 1086-1466 591e-03
0 '100 '200 '300 '400 '500

Figura 8. Prediccion de dominios. Resultados otorgados por las plataformas CONSERVED DOMAINS (arriba) obteniendo
los dominios de HPT y los dominios de una proteina tipo PleD (REC-REC-GGDEF) y SMART PROTEIN (abajo)obteniendo

Se realizo la busqueda de secuencias similares en BLASTN y BLASTP, teniendo como

resultados que no se encontraron secuencias de alto porcentaje de identidad (Figura. 9).
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Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~  Selectcolumns ~ Show e
select all 3 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Description Scientific Name Maxx | Total | Query E Per Acc.len  Accession
- - -

Score Score Cover wvalue  Ident
v v -

Azospirillum brasilense Sp245 plasmid AZOBR_p3 complete genome Azospirillum baldaniorum 3092 3092 100% 0.0

o 778798 HE577330.1
Azospirillum baldaniorum strain Sp245 plasmid Sp245_p03 Azospirillum baldaniorum 3092 3092 100% 0.0

o 810374 CP022255 1

Azospirillum argentinense strain MTCC4035 plasmid p1. complete sequence Azospirillum argentinense 1033 1033 96% 0.0

1930550 CP032322.1

Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download ~  Select columns ~ Show e
select all 100 sequences selected GenPept Graphics Distance tree of results ~ Multiple alignment MSA Viewer
Descpion ScenifcNams Ul owe Cover vatwa |l |Len  Accesion
- v - - - -
diguanylate cyclase [Azospirillum baldaniorum] Azospirillum baldaniorum 127 127 100% 7 WP_0141987891
diguanylate cyclase [Azospirillum baldaniorum] Azospirillum baldaniorum M7 117 100% 557 WP_145708272.1
diguanylate cyclase [Azospirillum argentinense] Azospirillum argentinense 867 867 98% 556 WP_137116694.1
TPA: diguanylate cyclase [Azospirillaceae bacterium] Azospirillaceae bacterium 452 452 96% - 560 HYD30959.1
diguanylate cyclase [Oscillatoria sp. PMC 1076.18] Oscillatoria sp. PMC 1076.18 422 422 9% - 565 MEC4982938.1
diguanylate cyclase [Oscillatoria sp. PMC 1050.18 Oscillatoria sp. PMC 1050.18 418 418 97T% 7 MEC4895182.1
diguanylate cyclase [Oscillatoria salina] Oscillatoria salina M7 M7 9T% - 567 WP_224408963.1
diguanylate cyclase [Kastovskya adunca ATAB-11-RM4] Kastovskya adunca ATAB-11- 405 405 97% - 565 MBWA4649107 1
diguanylate cyclase [Sulfuriferula thiophila] Sulfuriferula thiophila 396 396 94% - 558 WP_124949366.1
diguanylate cyclase [Synechococeus sp. Nb3U1] Synechococcus sp. Nb3U1 396 396 95% - 556 WP_235277387 1

Figura 9. Resultados BLAST. Resultados otorgados porBLASTN (arriba) y BLASTP (abajo),rodeandolos resultados de importancia

que significa que tan similares a la secuencia del gen o proteina de CdgE de Azospirillum baldaniorum Sp245

Alineamientos de la proteina CdgE

Se decidio realizar un alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los dominios HPT,
REC, REC y GGDEF de la proteina CdgE, con proteinas que ya han sido cristalizadas y
comprobadas experimentalmente. Debido a que no existe ninguna proteina con esta
arquitectura se decidi6 realizar el alineamiento del dominio HPT aparte; para lo cual se
compar6 con proteinas HPT solubles de las proteinas ShpA de Caulobacter vibroides CB15
(PDB:200C), HptB de Pseudomonas aeruginosa PAO1 (PDB: 7C1I), ArcB de Escherichia
coli (PDB:2A0B) y por ultimo ZmHP2 de Zea mays (PDB:1WNO), se decidi6 utilizar la
secuencia de un organismo eucariota para comprar la similitud de estos resultados mostrados

en la figura 10.
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ShpA  ----- GMARRDISGAVDFAYLEGFAA----GDF------------- AVVDEVLALFREQA 38

ArcB TTEENSKSEALLDIPMLEQYLELVGPKLITDGLAVF--- - - EKMMPGYVSVLES---- - - 49
ZnHP2 - MAAAALREQLNALLSSMFASGLVDEQFQQLQMLQEDGGTPGFVAEVVTLFCDDA 54
TIgE e DLS-DLVT----EYRVMLGELLDDVA 21

dmigsl 0 ====== fde==s==cccs====s== FHLDDRVLASLQEVMED- - - -EYPVLLDTFYLDSE 34

Sitio activo

ShpA ALWAPM-------- LDPTHPGWKDAYHTVKGAARGYGAFNLGEVCERCEAGQESLEGVRT 90
RaEElll 0 =e=s=====so=== NLTAQDKKGIVEEQHRIKGAAGSVGLRHLQQLGQQIQSPDL------- 90
ZmHP2 DRIISELA-ALLDQPIVDFDKVDAYYHPLKGSSASYVGAQKVKFTCMQFRQLCODKNR--- 110
CdgkE NHWKRFENSATAHEATPHLDALTHLAHRTAGSAGSFGFELVSDAALRLERQLRP--MIEG 79
HptB ERLRSLHAAL - - - -QAGDAQALRHTAH$FKGGSSNMGAVLLAGYCKELEESARRGELQRA 90
* LI

4

3

1 by

0 -nnenses *-s':':::::::::;:m:;:::mm;:==;‘E!:t::E!E;:I‘E;==;;mmm===;::‘:======;=====

N c
ShpA --ALDAA----- LLDIAAYAHEQALRSLKG------------ 113
ArcB PAWEDNV------- GEWIEEMKEEWRHDVEVLKAWVAKATKK 125
ZmHP2 ----DGCIMALAVVRNEFYDLRENKFQTMLOLEQQIQAQQ- - - 145
CdgE PGHSDAGKAEIA--GLT----- - - -\ -~ -\ —————(———————— - 94

HptB PALTEQMEREFATVRILFKQERQRYR--------------—- 116

Figura 10. Alineamiento dominio HPT. Alineamiento de secuencias nucleotidicas del dominio HPT de diversas
proteinas cada titulo pertenece a ShpA de C. vibroides CB15 (PDB:2VON), ArcB de Escherichia coli (PDB:2A0B),
ZmHP2 de Zea Mays (PDB:1WNO), CdgE 4. baldaniorum Sp245y HptB de P. aeruginosa PAO1 (PDB: 3I5B),en el
recuadro rojo se muestra el residuo de H el cualpodria participaren la fosforilacion. En medio de los alineamientos un

WEBLOGO de los aminoécidos mayormente conservadas.

Se tuvo en cuenta las mismas caracteristicas para la comparacioén de los demés dominios de
la proteina CdgE (REC-REC-HPT), esta se comparo con las proteinas PleD de Caulobacter
Vibroides CB15 (PDB: 2VON), WspR de Pseudomonas aeruginosa PAO1 (PDB: 3I5B) y
DgcR de Leptospira biflexa (PDB:6ZXB). Debido a que DgcR y WspR solo tenian un
dominio REC, éste se utilizd para comparar ambos REC de la proteina CdgE de A4.

baldaniorum Sp245 como se visualiza en los resultados de la figura 11.
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Figura 11. Alineamiento de secuencias nucleotidicas remarcando los sitios activos de los dominios (REC-REC-GGDEF). (A)

Alineamiento correspondiente al primer REC de la proteina CdgE, (B) Alineamiento correspondiente al segundo REC de la proteina
CdgE (C) Alineamiento al dominio GGDEF de la proteina CdgE. Pertenece cada titulo a PleD de C. vibroides CB15 (PDB:200C),
WspR de Pseudomonas aeruginosa PAO1 (PDB: 315B), DgcR de Leptospira biflexa (PDB:6ZXB), y CdgE A. baldaniorum Sp245.

Los recuadros rojos marcan el posible sitio activo, a un costado de cada alineamiento muestra el WEBLOGO de los aminoacidos

mayormente conservados.
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Como se observa en ambas figuras (10 y 11), los motivos importantes para llevar a cabo su
actividad como la histidina (H) conservada en el HTP, el aspartato (D) y los aminoacidos
serina (S) o treonina (T) en ambos REC y el motivo GGDEF se encuentra conservados por

lo que sugiere que la proteina en general puede presentar funcién de DGC en la bacteria.

Modelaje comparativo de la proteina

El modelado estructural de la proteina CdgE se realizo a partir de la prediccion obtenida de
lapagina SWISS MODEL que nos otorgé un GMQE de 0.81, el dominio HPT fue comparado
con la proteina ShpA de Caulobacter vibroides CB15 (PDB:200C) cuyo HPT es de dominio
libre. Mientras que el resto de la proteina de CdgE se comparé con la proteina PleD de
Caulobacter vibroides CB15 (PDB:2VON) ya que este contiene los mismos dominios. El
dominio HPT present6 una estructura de 4 o hélices, mientras que la proteina ShpA
(PDB:200C) presentaba 5 a hélices. Por otro lado, en el resto de la proteina CdgE (REC-
REC-GGDEF), en los dominios de REC diferian conforme alos dominios REC de la proteina
PleD, sin embargo, el dominio GGDEF de CdgE era similar al dominio GGDEF de la
proteina PleD. Teniendo en cuenta estos resultados y los alineamientos anteriormente

realizados sugiere que la proteina CdgE pudiese llevar a cabo la actividad catalitica.

A)

Dominio

HPT
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B) Dominio GGDEF

Dominio

REC 1

Dominio

REC 2

Figura.12. Estructuras terciarias dela proteina CdgE. A) superposicion del dominio HPT de CdgE (verde) contra
la proteina ShpA de Caulobacter vibroides CB15 (PDB:200C) (rosa). La histidina conservada involucrada en la
fosforilacion esta remarcada en rojo los valores del modelo proporcionados por ChimeraX tuvo un RMSD de: 1.447
A. B) Superposicion del resto de la proteina de CdgE. En rojo el dominio GGDEF y en azul los dominios REC,
contra la proteina PleD de Caulobacter vibroides CB15 (PDB: 2VON) en morado el dominio GGDEF y en rosa los
dominios REC, en amarillo se marca el sitio GGDEF, marcando en cyan la tirosina o serina encargados de la
dimerizacion y en verde el dcido aspartico involucrado en la fosforilacion el valor del modelo proporcionado por
ChimeraX es de un RMSD de: 0.883 A.

Obtencion del amplificado de PCR del fragmento HPT del gen cdgE

Debido a que la estructura del gen cdgFE de A. baldaniorum Sp245 es no candnica para un
regulador de respuesta se decidié resecuenciar desde la region intergénica hasta el dominio
HPT y verificar que no hubiera un error en la secuencia, asi como un codéon de paro que

sugiriera la presencia de un dominio HPT soluble.
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Con las condiciones descritas previamente en la seccion de métodos, se realiz6 una primera
PCR utilizando una temperatura de alineamiento (Tm) de 54 °C. El objetivo fue obtener el
fragmento esperado de 951 pb para su posterior clonacion en un vector de mantenimiento.

En la figura 13 se muestra el producto amplificado correspondiente al tamafo esperado.

B)

Carril Contenido

1 Amplificado de 951pb

2 Marcador de peso
molecular

3 Control negativo

Figura 13. Amplificacién del fragmento HPT (951 pb) del gen dgcE de A. baldaniorum Sp245 por PCR. A) Producto de PCR del
fragmento HPT delgen dgcE de 4. baldaniorum Sp245,a su costado se encuentra la tabla delcontenido de cada carril. B) ADN genémico

usado como molde.

Clonacion del fragmento HPT del gen cdgE al vector pGEM-T-EASY

Establecida la temperatura y confirmado el amplificado deseado se procedio a realizar la
insercion del fragmento en el plasmido de pGEM-T-EASY con el propdsito de mantener el
fragmento para su posterior secuenciacion, de esta manera se obtuvo la construccion llamada

pGEM-T-EASY-SeclcdgE (Figura 14).
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Figura 14. Mapa del plasmido pGEM-T-EASY-SeclcdgE.

Realizada la transformacion obtuvimos dos clonas (#37 y 38). Para confirmar que las clonas
poseyeran el fragmento, se les realizo PCR con los oligonucledtidos anteriormente hechos
(F-cdgE-secl yR-cdgE-secl) y laenzima de restriccion EcoRlI el cual sus sitios de restriccion
se ubicaban en el plasmido pGEM-T-EASY y cuya restriccion genera tres fragmentos: el
primer fragmento de 2997pb, el segundo de 529pb y el ultimo de 441pb. La clona 37 fue la
unica que contaba con el fragmento esperado como se visualiza en la figura 15.

A) ®)

mw (il 2 3 4 5 56 7 8

\

1.0 | % agarose
MW: 1 Kb DNA Ladder
B 1: pGEMT-easy_dgcE.dna
EcoRI
© 1. 2997 bp

2. 529bp
3. 441bp

Figura 15. Analisis del amplificado del fragmento HPT del gen cdgE de A. baldaniorum Sp245 de 1a clonacion obtenida. A) Extraccion
plasmidica de las clonas rescatadas, en el carril 1 y 2 se encuentra el DNA de la clona 37, en el carril 3 y 4 el DNA de la clona 38, se
utilizaron el DNA de los carriles 1 y 3 para su templado en el PCR y restriccion. B) Carril 1: Control negativo, carril 2 y 3: producto PCR
clona 37 y 38 respectivamente, Carril 4: control positivo del DNA de A. baldaniorum Sp245, carril 5: Marcador de peso, carril 6 y 7:

restriccion con la enzima EcoRIdela clona 37y 38 respectivamente. C) Analisis del patron de restriccion in silico realizado en SNAPGENE

7
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Secuenciacion del fragmento HPT del gen cdgE.

Una vez confirmado el fragmento, se procedié a su secuenciacion. Con los resultados

obtenidos, se realizaron analisis BLASTN y BLASTX con el objetivo de comparar la

secuencia obtenida con la reportada en la base de datos. Ambos analisis mostraronun 100 %

de identidad.
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Figura 16. Resultados de la secuenciacion del fragmento HPT del gen cdgE. A) Trazado de secuenciacion, en la parte izquierda la

region amplificada porel primer forward al costado la region amplificada porel primer reverse, realizado en SNAPGENE. B) En la

parte superior se muestran los resultados otorgados por BLASTN rodeando en rojo el porcentaje de identidad, en la parte inferior

resultados otorgados por BLASTX rodeando en rojo elporcentaje de identidad. C) Region que se secuencio, realizado en SNAPGENE.
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Los resultados mostraron que el amplificado coincidia con lo que se reportaba en la base de
datos (Figura 16), de tal manera que se confirmé que este dominio forma parte de la proteina

CdgE de A4. baldanorium Sp245.

Clonacion del ORF del gen cdgE en pGEM-T-EASY

Una vez verificada la secuencia se procedid a verificar su funcion como diguanilato ciclasa.
A partir de las condiciones anteriormente descritas se establecio una Tm de 54°C para la

amplificacion del ORF el cual nos deberia dar un amplificado de 1677pb tal y como se

Carril Contenido

muestra en la figura 17.

1 Marcador de peso
2 Amplificado de 1677pb
3 Control negativo

Figura 17. Producto de PCR del ORF del gen cdgE de A.
baldaniorum Sp245. Se utiliz6 como DNA templado el
mostrado en la figura 13, a su costado la tabla de contenido

de cada carril.

Ya establecida la temperatura de la PCR y obtenido el fragmento, se procedio a realizar la
clonacion en el vector pGEM-T-EASY, el cual se nombro pGEM-T-EASY-cdgE (Figura
18).
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PGEM-T-EASY-cdgE
4700 bp

Figura 18. Mapa del plasmido pGEM-T -
EASY-cdgE

Para confirmar la insercién del ORF en el vector pPGEM-T-EASY, se seleccionaron cinco
clonas a las que se les realizd6 una PCR para verificacion del fragmento. De estas, se
seleccionaron dos clonas (#13 y 14), ya que mostraron la presencia del fragmento esperado.
Alaclona 13 se le realizo restriccion, y posteriormente fue seleccionada para extraer su ADN

y utilizarlo en la subclonacion final.

b)
Carril Contenido
1 Control
negativo
2 Marcador
de peso
3 Clona 10
4 Clona 11
5 Clona 12
6 Clona 13
Figura 19. Analisis de los plasmidos de las 5 clonas
obtenidas de la clonacion en pGEM-T-EASY. a) 7 Clona 14
Amplificado realizado a 5 clonas que fueron
seleccionadas de la transformacion con el vector 8
Control
pGEM-T-EASY-cdgE, a su costado la tabla de ..
positivo

contenido de cada carril. b) Restriccion de la clona

13 con las enzimas BamHI y Xhol.
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Subclonacion del ORF del gen cdgE al vector pGEX4T1

Se realizo la subclonacion en el vector pGEX4T1 utilizando el producto de la digestion con
las enzimas BamHI y Xhol del plasmido pGEM-T-EASY-cdgE vy del vector pGEX4T1, la
clonacién se llevd a cabo de manera dirigida, garantizando que las clonas obtenidas
contengan el fragmento correspondiente a cdgFE en la orientacion 5'-3' de esta manera creando

el vector pGEX4T1-cdgE (Figura. 20).

wald brogy

S o

Figura 20. Mapa del plasmido pGEX4T1-cdgE
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~
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a7 realizo

~— 3 ‘00“

Se seleccionaron 3 clonas a las cuales se les realizo PCR y restriccion con las enzimas BamHI

y Xhol para verificar que conservaran el fragmento insertado en el vector pGEX4T1.

A)

1.0 ~| % agarose

IW: 1 Kb DNA Ladder B

1: ConstruccionpGEX4T.dna
- BamHI + Xhol
1. 4945 bp
2. 1677 bp

Figura 21. Analisis de los plasmidos de las 3 clonas obtenidas de la subclonaciéon en pGEX4T1. A) carril 1 y 2:
restriccion BamHI y Xhol a las clonas 6 y 9 respectivamente, carril 3: marcadorde peso. B) Carril 1: marcadorde peso,
carril 2: control positivo, Carril 3: control negativo, carril 4, 5 y 6: amplificado del DNA de la clona 3, 6 y 9

respectivamente C) Analisis in silico del patron de restriccion realizado en SNAPGENE.
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Estas fueron las clonas 6 y 9, ambas clonas presentaban el patron del perfil de restriccion
que se esperaba, asi mismo tenian el amplificado de 1677pb esperado, por lo cual se escogid

una de ellas para su transformacion en las células E. coli S17.1 pDZI1-1 y E. coli AR3110-1.

Transformacion en células E. coli S17.1 con el biosensor PDZ1

Se utilizo el plasmido pGEX4T1-cdgE para transformar células de E. coli S17.1 que
contenian el biosensor. De esta transformacion se obtuvieron cinco clonas, a las cuales se les
realizo PCR para confirmar la presencia del inserto. Posteriormente, las clonas 3 y 4 fueron
seleccionadas de forma aleatoria para realizar una digestion por restriccion, lo que permitid

confirmar que ambas contenian correctamente el ORF del gen cdgE (Figura 22).

Figura 22. Analisis de los plasmidos de las3 clonas obtenidas de la transformacién en E. coli S17.1. A) Amplificado de
las clonas rescatadas 1,2,3,4 y 5, carril 1: control negativo, carril 2: control positivo, carril 3: marcador de peso, carril 4:
clona 1, carril 5: clona 2, carril 6: clona 3, carril 7: clona 4, carril 8: clona 5. B) Restriccion de las clonas4 y 5, carril 1:

restriccion clona 3, carril 2: restriccion clona 4 y carril 3: marcador de peso

Transformacion en células E. coli AR3110 AcdgE con el biosensor pDZ1

Se empled nuevamente el plasmido pGEX4T1-cdgE para transformar células de E. coli
AR3110 portadoras del biosensor (E. coli AR3110-1). Ante la ausencia de cepas control, se
procedio a realizar la transformacion con el vector pQE31-cdgA, previamente descrito por

Lopez-Lara et al., (2014), conforme a lo descrito en el apartado de Métodos. De estas
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transformaciones se rescataron cuatro clonas, realizaindose posteriormente la comprobacion
por restriccion a la primera clona de cada cepa de E. coli AR3110-3 y de E. coli AR3110-2.
Los resultados confirmaron la presencia del fragmento esperado correspondiente a cada

vector (pGEX4T1 y pQE31, respectivamente) (Figura 23).

Figura 23. Andlisis de los plasmidos de las diversas clonas rescatadas A) Amplificado de lasdiversas clonas. Carril 1: Control
negativo, carril 2: controlpositivo 1 (4. baldaniorum Sp245), carril 3: control positivo 2 (4. brasiliense Sp7), carril 4: marcador
de peso,carril 5:clona 1 E. coli AR3110-3, carril 6: clona 2 E. coli AR3110-3, carril 7: clona 3 E. coli AR3110-3 carril 8: clona
4 E. coli AR3110-3, carril 9: clona 1 E. coli AR3110-2, carril 10: clona 2 E. coli-2, carril 11: clona 3 E. coli AR3110-2, carril
13: clona4 E. coli AR3110-2. B) Restricciones de las clonas 1 de los genes cdgAd 'y cdgE. Carril 1: marcadorde peso, carril 2:
Restriccion con las enzimas BamHI y Xhol al ORF del gen cdgE. Carril 2: Restriccion con las enzimas HindII1 y Sall al gen
cdgA.

Confirmandonos que las cepas eran exitosas y que podrian ser usadas para la determinacion

de la funcion de diguanilato ciclasa de la proteina CdgE a través de un biosensor de di-GMPc.
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Determinacion de los niveles celulares de di-GMPc

Con el fin de visualizar la funcion de la proteina CdgE de A. baldaniorum Sp245 esta se
compard con la actividad de la proteina CdgA una diguanilato ciclasa caracterizada de 4.
brasiliense Sp7 (Lopez Lara et al.,2014). Para estimar los niveles intracelulares de di-GMPc,
se expreso a la proteina CdgA en los modelos bacterianos heterélogos (Zhou et al., 2016),
los cuales son las cepas E. coli S17.1 pDZ-1y E. coli AR3110-1, estos modelos cuentan con

los mecanismos necesarios para la activacion de la proteina.

Para determinar los niveles intracelulares de di-GMPc se utiliz6 un riboswitch contenido en
el plasmido pDZ1. Este sistema expresa de manera constitutiva la proteina fluorescente
AmCyan (fluorescenciaverde), lo que permite normalizar la sefial, mientras que la expresion
de la proteina fluorescente TurboRFP (fluorescenciaroja) se activa unicamente cuando el
riboswitch detecta la presencia de di-GMPc, lo que se traduce en un aumento en la intensidad
de fluorescencia. El andlisis se realizo cuantificando la intensidad de fluorescencia del
riboswitch, este cociente de intensidad de TurboRFP y AmCyan es directamente

proporcional a los niveles de di-GMPc.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la proteina CdgE present6 actividad catalitica.
Ademas, se descarto que el incremento en fluorescencia fuera consecuencia del vector o del
modelo bioldgico, gracias al uso de los controles negativos correspondientes de E. coli S17.1

pDZ1 y de E. coli AR3110 (Figura 24.1 y Figura 24.2).
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Figura 24.1 Determinacién de los niveles intracelulares de di-GMPc en E. coli S17.1/pDZ1. A) Micrografias de las cepas E. colis17.1 pDZI-1
(control negativo), E. colisl7.1 pDZI-3 (control positivo) y E. colis17.1 pDZI-2, se crecié en medio LB suplementado con gentamicina 5 pg/mL,
ampicilina 100 pg/mL e IPTG en una concentracion final de 0.5mM e incubadas durante 24h, 48h y 72h a 30°C en agitacion. Para la micrografia
fueron fijadas en la superficie de un cubreobjetosy se sello conagaral 1% para reducirel movimiento. Lasimégenes se tomarona las24h,48hy 72h
despuésde la inoculacion. B) Grafica del RFI (Relative Fluorescent Intensity)de lascepasde E.colis17.1, representa las intensidades de fluorescencia
de la proteina TurboRFP y AmCyany es directamente proporcional a los niveles de di-GMPc. Los valores de RFI representan las desviaciones

estandar de tres réplicas biologicas y son diferencias significativas indicadas en * P <0.05 usando la prueba de t-student.
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Figura 24.2 Determinacion de los niveles intracelulares de di-GMPc en E. coli AR3110 AcdgE/pDZI1. A) Micrografias de las cepas E. coli
AR3110-1 (control negativo), E. coli AR3110-3 (control positivo) y E. coli AR3110-2; ambos grupos se crecieron en medio LB suplementado con
gentamicina 5 pg/mL, ampicilina 100 pg/mL e IPTG en una concentracion finalde 0.5mM e incubadas durante 24h,48hy 72ha 30°C en agitacion.
Para la micrografia fueron fijadasen la superficie de un cubreobjetosy se selld con agaral 1% para reducir el movimiento. Lasimagenes se tomaron
a las 24h, 48h y 72h después de la inoculacién. B) Grafica del RFI (Relative Fluorescent Intensity) de las cepas de E. coli Ar3110, representa las
intensidades de fluorescencia de la proteina TurboRFP y AmCyan y es directamente proporcionala los niveles de di-GMPc. Los valores de RFI

representan las desviaciones estandarde tresréplicas biologicas y son diferencias significativas indicadasen * P <0.05 usa ndo la prueba de t-student.
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Discusion

Como lo demuestra Borland y colaboradores (2015) Azospirillum baldaniorum Sp245
contiene una gran cantidad de TCS los cuales le ha dado una gran versatilidad a 1a bacteria
para responder a multiples estimulos a los que se enfrenta gracias a este sistema de
comunicacion que existe, sin embargo, a pesar de esto aun no se ha descrito en su totalidad
los RR, surgiendo varias preguntas ain acerca de estos y originando curiosidad acerca del
gen cdgE de A. baldaniorum Sp245 debido a que es un RR con una estructura no reportada
hasta la fecha ya que como se mencion6 los dominios HPT se encuentran cominmente en las
HK o como proteinas solubles, como lo demuestra Ramirez Mata y colaboradores (2018)
donde estudiaron las arquitecturas comunes de las proteinas DGC que tnicamente contienen

GGDEF de diversas cepas del género de Azospirillum (Figura. 25).
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Figura 25. Comparacion de la arquitectura proteica de diguanilato ciclasa (DGC) en Azospirillum. A) Arquitectura
comunde DGC que solo contienen GGDEF. En la parte superior se encuentran en distintas cepas del género Azospirillum
indicando cuales contienen la familia de proteinas de tipo DGC B) Estructura del gen cdgE de A. baldaniorum Sp245
otorgada por SMART PROTEIN

A partir de esto se pudo visualizar que la arquitectura que tiene cdgE de A. baldaniorum

Sp245 era poco comun, sugiriendo que esta podria activar distintas proteinas como las que
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se encuentran en la péntada, destacandoa la proteina CheY-Like la cual es un dominio REC
soluble o la proteina LuxO-Like la cual es una proteina de unién a DNA teniendo con ello,

un sistema complejo de regulacion y pudiendo explicar la funcion del dominio HPT.

En este sentido, se decidio ver si la proteina contenia los residuos conservados que funcionan
como sitios cataliticos, esto usando como base multiples dominios HPT que se han reportado,
encontrando que en el dominio HPT de A. baldaniorum Sp245 se encontraba el residuo de
histidina conservada, sugiriendo que este podria fosfotranferir la sefial al dominio REC de
cdgE de A. baldaniorum Sp245, sin embargo se ha visto que esta sefial que reciben los
dominios HPT puede ser nuevamente transferidas a una cinasa histidinica (HK) permitiendo
una mayor complejidad en la via de sefializacion o la posibilidad de integrar multiples senales
(Hoch, 2000) (Figura 10). De igual manera ambos dominios REC de A. baldaniorum Sp245
contienen el 4cido aspartico caracteristico que sugiere la percepcion de la sefial del HPT o
fosforilandose y asi promoviendo la actividad de diguanilato ciclasa (Paul et al., 2004),
aunado a esto, se encontraron en los dominios REC los aminoacidos S o T conservados los
cuales se ha observado que estan implicados en los cambios conformacionales pudiendo
explicar el funcionamiento de la proteina CdgE de A. baldaniorum Sp245 (Figura 11)
(Bourret, 2010; Briiderlin ef al., 2023).

El modelo de la proteina CdgE de 4. baldaniorum Sp245 se realiz6 a través de un modelo
predictivo en SWISS MODEL (GMQE=0.81), el cual se comparo6 con una proteina soluble
HPT y PleD, ambas de Caulobacter vibroides CB15 (PDB HPT:200C, PDB PleD: 2VON),
las cuales se prioriz6 que estuvieran comprobados experimentalmente y cristalizados (Xu et
al.,2009; Wassmann et al.,2007). El modelaje comparativo de HPT mostr6 que contenia la
histidina conservada en un sitio bastante similar al modelo base, aunque tenia faltante una de
las a hélices (Figura 12-A), esto podia ser debido a que este un modelo predictivoy cabe la

posibilidad de tener errores el modelo resultante.

En cuestion del resto de la proteina, tanto el REC1 y REC2 no lograron empalmar
correctamente sin embargo contaba con los sitios cataliticos correctos, y el dominio GGDEF

era el mas conservado ya que el sitio GGDEF correspondia al sitio del modelo base (Figura
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12-B), estos errores podian ser debido al modelo predictivo dado a pesar de que tenia un

puntaje de GMQE confiable este puede contener errores en la estructura.

Sin embargo, atin quedaba verificar que este dominio fuera parte del gen, debido a que suelen
suceder errores en las secuenciaciones masivas de genomas de bacterias, por lo cual
decidimos realizar la secuenciacion para verificar que este espacio intergénico que existe
entre el dominio HPT y el primer dominio REC de la proteina no existieraun codén de paro,
gracias a los resultados de la secuenciacion que obtuvimos se verificé que no existia un codon

de paro alguno (Figura 16).

La identificacidon de este dominio en la proteina nos brindd una nueva perspectiva sobre su
posible funcionalidad. La presencia de dominios adicionales en ciertas proteinas sugiere que
pueden desempefiar funciones mas amplias que las previamente reportadas. Tal es el caso de
la proteina CdgE de Azospirillum baldaniorum Sp245, que contiene un dominio HPT. De
manera similar, en Caulobacter crescentus se ha descrito una proteina con un dominio tipo
DHp, cuya funcién es comparable a la del dominio HPT, ya que ambos estan involucrados
en larecepciony transferencia de sefiales al regulador de respuesta (RR). Esta proteina (DHp)
puede estar asociada a dominios adicionales, como el dominio CA, lo que sugiere que podrian

interactuar con multiples proteinas.

En conjunto, esto indica que las proteinas con dominios extras o adicionales podrian tener
una mayor capacidad para responder a distintos estimulos, permitiéndoles adaptarse mejor a

las necesidades fisiologicas de la célula (Briiderlin et al., 2023).

Los andlisis de produccion de di-GMPc se realizaron en el sistema heterdlogo a través del
etiquetado con proteinas fluorescentes, los datos se obtuvieron a través de microscopia
confocal, primeramente, se evalud la intensidad y tonalidad presente en los medios de cultivo,
en los resultados obtenidos, se observo que las cepas E. coli S17.1 pDZ1-3 y E. coli AR3110-
3 (controles positivos) mostraron un color anaranjado més intenso en el medio, lo cual sugiere
una mayor produccion de di-GMPc. En contraste, las cepas E. coli S17.1 pDZ1-2 y AR3110-

2, que contenian el gen de interés, presentaron una tonalidad menos intensa y con
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predominancia de verde, indicando una menor activacion del biosensor y, por lo tanto, una

menor produccion de di-GMPc (Figura 24-A-B).

Respecto a las imdgenes de microscopia confocal se observaron diferencias claras entre las
cepas, ademas de una caracteristica muy interesante que producian las cepas E. coli S17.1
pDZ1 -2y E. coli- 2 (Figura24-A-B), las cuales contaban con fluorescenciaroja claramente
visible en aglomeraciones solo en ciertas regiones de la bacteria. Este comportamiento se ha
documentado previamente en Caulobacter crescentus, donde el nivel de di-GMPc aumenta
de forma gradual durante la transicion G1/S del ciclo celular, alcanzando niveles maximos
justo antes del inicio de la replicacion del DNA, este incremento localizado de di-GMPc en
un polo celular, mostrandonos que CdgE de A. baldaniorum Sp245 localiza el di-GMPc
segun su necesidad, explicando porque solo algunas células presentan esta fluorescencia tal
y como sucede en las cepas de E. coli SI17.1 pDZI1-2 y E. coli AR3110-2 (Kaczmarczyk et
al.,2024) (Jenal et al., 2020).

Por otro lado, se ha visto en Rhizobium etli que este segundo mensajero activa proteinas de
la membrana denominadas moonlighting proteins las cuales son proteinas con funciones
multiples que se encargaran de la glucolisis, apoptosis, etc. (Lorite et al., 2023). El
comportamiento que realiza la proteina CdgE de A. baldaniorum Sp245 permite a la bacteria
coordinar multiples respuestas y sefiales que recibe esto puede tener efecto en los distintos
procesos celulares como lo division celular o la organizacion del esqueleto bacteriano como
se visualiza en otras bacterias, en donde los niveles de di-GPMC influyen en la adaptacion
de diferentes entornos (Valentini & Filloux, 2016), ademés de modular distintos
comportamientos como la movilidad, adhesion, formacion de biopelicula, etc. (Jenal ef al.,

2017).

Los resultados del RFI mostraron que en las cepas de E. coli S17.1 pDZ1-2y E. coli AR3110-
2 (Figura 24-C) presentaron una mayor intensidad de fluorescencia en comparacién con el
control negativo, lo que indica produccién de di-GMPc. Sin embargo, dicha fluorescencia
fue menor que la observada en el control positivo (cdgA de A. brasilense Sp7), dandonos
diferencias estadisticamente significativas con nuestros datos. Al comparar estos resultados

con los reportados por Cacho et al., (2021), quien observo que la proteina CdgC de
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Azospirillum baldaniorum Sp245 inducia a una mayor produccién de di-GMPc que la
proteina CdgA de A. brasilense Sp7, sugiriendo que CdgE de Azospirillum baldaniorum
Sp245 tiene actividad como diguanilato ciclasa, pero posiblemente en menor medida que

CdgC.

Finalmente, se puede concluir que, si bien CdgE posee actividad como diguanilato ciclasa,
su capacidad de produccion de di-GMPc es considerablemente menor en comparacion con
otras proteinas de la misma clase, esto podria deberse a la arquitectura antes mencionada,
sugiriendo que la sefal recibida por el dominio HPT pudiera ser transferida a otra proteina,
reduciendo asi la activacion del GGDEF lo que justificaria esta menor produccion de di-

GMPc que se esta observando (Hengge & Christen, 2009).

Conclusion

Se logro la resecuenciacion de la region que codifica para el dominio HPT, lo cual confirmé
que el dominio HPT forma parte de la proteina CdgE de Azospirillum baldaniorum Sp245.
El andlisis bioinformatico permiti6 identificar que la proteina tiene conservados los sitios

activos y evidencio una estructura distinta a las proteinas base.

Se pudieron realizar exitosamente las clonaciones y subclonacion del ORF del gen cdgF de
Azospirillum baldaniorum Sp245 en el vector de expresion. La correcta insercion fue
verificada mediante digestion por restricciony andlisis en gel, confirmando la presencia del

fragmento esperado en los plasmidos utilizados

Finalmente, se pudo demostrar que la proteina CdgE de Azospirillum baldaniorum Sp245,
presentaba funcion de diguanilato ciclasa. A partir del uso del sistema heterdlogo el cual
contienen el biosensor, se logré medir de manera semicuantitativa los niveles de di-GMPc

que producia CdgE en comparacion a los controles.
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Perspectivas

A partir de los resultados obtenidos, se abren diversas lineas de investigacion. En particular,
sera necesario estudiar de manera detallada el papel del dominio HPT en la modulacion de
la actividad enzimatica de la proteina CdgE, asi como en regiones potenciales involucradas
en la interaccion entre dominios a partir de mutaciones del sitio activo de la proteina y
visualizar su comportamiento. De igual manera debido a que esta comprobacion se realizod
en un sistema heterdlogo es necesario comprobar la funcion de esta proteina en el sistema de
Azospirillum baldanorium Sp245. Estos trabajos ayudarian a darle un mejor entendimiento a
la proteinay asi explicar a proteinas similares los cuales contienen dominios extras como lo

es la proteina CdgE de 4. baldanorium Sp245.
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Anexos

Anexo 1. Extraccion de ADN PLASMIDICO POR LISIS ALCALINA CON SDS
(modificado de Gilles Morelle, ef al., 1989)

10.

11

12.

Tomar una colonia de un cultivo fresco y crecer la bacteriaa 37 °C durante 14-16 hr.
con aireacion vigorosa a 200 rpm en 5 ml de medio LB en tubos de 16x150mm
conteniendo el antibiotico adecuado.

Cosechar los cultivos (de 3 a 5 ml) bacterianos por centrifugacion a baja velocidad
(8,000 rpm por 1 min) en tubos de microcentrifuga (eppendorff de 1.5 ml).

Eliminar sobrenadante por decantacion y quedarse solamente con el paquete celular.
Resuspender en 200ul (300ul) de solucidon reguladora de lisis (Solucion 1) 50 mM de
Tris-HCI (pH 8.0) y de EDTA 10 mM previamente esterilizada por 20 minutos a 15

libras y 121 °C; agregar lisozima hecha al momento (4 mg/ml).

Mantener el tubo con la solucién 1 durante 5 min a T° ambiente. (Dejar 10 minutos
en 37°).

Después agregar 400ul de la solucion de lisis (Solucion 2) NaOH 200 mM y (SDS)
sodium dodecyl sulfate al 1%, mezclar por inversion suavemente de 3-6 veces y

mantener 5 min en hielo, no excederse de ese tiempo.

Agregar 300ul la solucidn de precipitado (Solucion 3) de acetato de potasio 3.0 M
pH 5.5 ajustado con acido acético, mezclar suavemente por inversionde 3 a 6 veces.

Incubar a -20 °C por 30 minutos para que precipite mayor contenido en proteina,
RNA de alto peso molecular y DNA cromosomico.

Centrifugar por 15 min a 14,000 rpm y a 40 C. (centrifugar x 10 minutos)

Tomar el sobrenadante por aspiracion y transferirlo a un segundo tubo limpio y
estéril, centrifugar nuevamente a 14000 rpm por 15 minutos.

. Tomar el sobrenadante por aspiracion y transferirlo a otro tubo limpio y estéril,

agregar 200 pl fenol saturado con Tris/HCI 0.1 M ajustado a un pH=8 y 200 pl
Cloroformo-alcohol Isoamilico, previamente preparados; mezclar suavemente por
inversion durante 5 min y centrifugar a 10,000 rpm por 5 min.

Después de haber hecho dos lavados con la mezcla de fenol/cloroformo-alcohol

isoamilico hacer un ultimo lavado con Cloroformo- Alcohol-Isoamilico 400 ul para
eliminar el exceso de fenol; mezclar por inversion y centrifugar a 10,000 rpm por 5
minutos.
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13. Aspirar el sobrenadante y transferirlo a un tubo nuevo y estéril tratando de estimar la
cantidad obtenida para calcular la cantidad de isopropanol a utilizar.

14. Afiadir 0.6 volimenes de Isopropanol e incubar a T° ambiente por 10 min para
precipitar el DNA que se encuentra en el sobrenadante.

15. Centrifugar por 30 min a 14,000 rpm a 4° C.

16. Eliminar el sobrenadante por decantacion cuidando no perder la pastilla que se
encuentra en el fondo del tubo que presenta un aspecto, que va de transparente a
blanco.

17. Posteriormente eliminar las sales que puedan haber precipitado junto con la pastilla,
con un mililitro (400ul) de etanol al 70%, mezclar suavemente por inversion de 2-3
veces y centrifugar por 5 min a 10,000 rpm a 4° C en la centrifuga refrigerada, repetir

el proceso 2 veces.

18. Poner los tubos invertidos sobre un papel filtro para secar la pastillay eliminar el
exceso de etanol hacerlo por 15 minutos a T° ambiente.

19. Resuspender la pastilla en 50ul de una solucion de RNAsa e incubar a 37 °C por 20

minutos.

Anexo 2. Transformacion de células de E. coli quimiocompetentes
(Modificado de Sambrook, et al., 1989)
1. Colocar un vial de células competentes en hielo

2. Colocar del MIX de ADN (eg. 2-10 uL de reaccion de ligacion) en 50-100 ul de
KCM frio. (4°C)

3. Agregar suavemente 50-100 uL de células competentes (el mismo volumen del KCM
usado en el paso 2)

4. Mantener en hielo por 30 min.

5. Llevar a choque térmico a 42°C por 2 min exactamente. Regresar al hielo durante 5
min.

6. Agregar 300-500 uL de LB e incubar en agitacion a 37°C por 1 hr
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7. Centrifugar por 3 min a 10000 rpm, obtener pellet y resuspender con 100 uL de LB

8. Trasferir en placas de agar LB y dispersar por la superficie del medio con ayuda de
un tridngulo de vidrio estéril.

9. Incubar las placas toda la noche a 37 °C.

Anexo 3: Obtencion de células quimiocompetentes
(Modificado de Mendel e Higa, ef al., 1970)

1. Crecer células en medio LB o 2xYT hasta alcanzar una DO de 0.3-0.6

2. Colocar los matraces con las células en crecimiento en hielo y trasferir a tubos
limpios/estériles.

3. Spin por 10 minutos a 4600 rpm a 4°C

4. Re suspender las células en hielo con un volumen 1/20 de medio frio 2Xyt-CC

5. Colocar en hielo por 10 min

6. Hacer alicuotas en tubos eppendorf, colocar en hielo.

7. Resguardar las células a -70°C

Anexo 4. Extraccion de DNA de bacterias Gram positivas y Gram negativas, método de
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB)
(Modificado de Murra, ef al., 1980)

1. Inocular 5 ml de medio LB con una sola colonia bacteriana. Incubar durante
16-18 h a 37°C en agitacion constante (150 rpm).

2. En un tubo Eppendorf estéril centrifugar 3-5 ml del cultivo a 10000 rpm
durante 1 min a 4°C o temperatura ambiente. Remover el resto de medio de
cultivo mediante aspiracion con una micropipeta hasta que quede solo el
paquete celular.

3. Resuspender el paquete celular en 500 pl de buffer TE. Agregar 40 ul de SDS
20%.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

. Agregar 100 pl de NaCl 3 M y 80 ul de una solucidn alcalina de CTAB al 10

% (debido a que es una solucion muy viscosa. Mezclar por 2 minutos e incubar
10 minutos a 37 °C.

. Agregar 150 pl de fenol y 400 pul de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1).

Mezclar por 2 min.
Centrifugar a 10000 rpm por 10 min.

Transferir la fase superior a otro tubo y lavar con 500 pl de cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1).

Centrifugar 5 min a 10000 rpm.
Transferir la fase superior a otro tubo.
Agregar 1.5 volumenes de etanol absoluto concentrado.

Incubar a -20°C o -80 °C durante 10 min. En esta etapa el DNA se puede dejar
precipitando a -20°C toda la noche.

Centrifugar a 10000 rpm durante 15 min a 4°C.

Eliminar el sobrenadante por decantacion cuidando de no perder el DNA que
se visualiza como un precipitado blanco al fondo del tubo.

Lavar el DNA agregando 1 ml de etanol al 70%. Mezclar por inversion
durante 1 minuto y centrifugar a 10000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Repetir
este proceso una vez mas.

Eliminar por decantacion la mayor cantidad posible de etanol.

Colocar el tubo con la tapa abiertaen un termoblock a 37-50 °C durante 5-10
min hasta evaporar completamente el resto de etanol.

Resuspender el DNA en 50-60 pl de una solucién de TE con 100 pg/ml de
RNasa e incubar a 37 °C durante al menos 20 min.
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Anexo 5. Alineamientos resecuenciacion.
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---------------------------------------- atgaattcgacgatgatcag
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e e e e e e e T e e e e e e e e ke Tk e e e e e ke e ke ke ok e ke ke e e ke e ok ke ok e e ke e ke ok e ok ok ok e e e ke e ke ek e ke ke
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Sk ek ek ke eok ek ok ok ok ok ok ke ko ke ek ek ko ko ok ek ek ok ek ek
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