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1. RESUMEN

El suelo es un sistema complejo que alberga una gran cantidad y variedad de
especies vegetales, animales y de microorganismos. Estos organismos establecen
relaciones entre si en formas variables que contribuyen a generar las caracteristicas
propias de cada suelo. En los ultimos afos, se han desarrollado estrategias para
reemplazar el uso de fertilizantes quimicos por el uso de biofertilizantes a base de
bacterias benéficas que han demostrado cumplir funciones que mantienen el
equilibrio del suelo y apoyan el crecimiento vegetal mediante diversos mecanismos.
El uso de estas bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) se ha
convertido en una de las tecnologias limpias mas prometedoras para el desarrollo
de la agricultura sostenible. Entre las PGPR mas estudiadas se encuentran las del
género Azospirillum. La movilidad y quimiotaxis son mecanismos importantes para
que ocurra la colonizacion eficiente y exitosa. Mediante estos mecanismos la
bacteria se dirige hacia las raices de las plantas atraida por los exudados
radiculares, siendo estos una fuente rica de nutrientes. Posteriormente la bacteria
se adhiere de forma répida, débil y reversible a la planta por medio de su flagelo
polar, el cual funciona como una adhesina. Una vez unida a la planta, Azospirillum
se ancla de forma irreversible por la produccion de exopolisacaridos, y se da la
formacion de la biopelicula, la cual es una estrategia de vida para la mayoria de las
bacterias, ya que otorga estabilidad y proteccion para sobrevivir a las condiciones
adversas y variables del medio ambiente. La formacion de la biopelicula en
Azospirillum brasilense es mediada por los niveles intracelulares de una molécula
que es un segundo mensajero, denominado di-GMP-c. Ademas, se ha observado
gque en otros modelos bacterianos el di-GMP-c regula la produccién de
exopolisacaridos, la formacién de biopelicula, quimiotaxis y diferentes formas de
movilidad, virulencia, resistencia a antibioticos, morfologia celular, y regulacién del
ciclo celular. Niveles intracelulares de este segundo mensajero se encuentran
regulados por enzimas que lo sintetizan llamadas diguanilato ciclasas (DGC) y por
enzimas que lo degradan llamadas fosfodiesterasas (PDE). Existen proteinas que
presentan tanto dominios de DGC y de PDE, las cuales se denominan proteinas
hibridas. Este tipo de proteinas cuentan con dominios accesorios de sefializacion
gue detectan estimulos provenientes del medio extracelular o intracelular. Es
pertinente tener un panorama de la forma en que funcionan estas proteinas, ya que
en ciertas condiciones pueden funcionar como diguanilato ciclasas favoreciendo la
formacion de biopelicula, mientras que en otras condiciones pueden funcionar como
fosfodiesterasas, favoreciendo la movilidad y quimiotaxis. Una de estas proteinas
es la codificada por el gen cdgF, la cual es una proteina hibrida y cuenta con dos
dominios de sefializacion PAS y dos dominios CACHE, ademas de que se
encuentra conservada en los genomas de otras especies del género Azospirillum.
En este estudio se construyeron la cepa mutante de este gen y la cepa
complementada. Estas cepas permitiran evaluar la funcion de este gen, al realizar
ensayos de movilidad y biopelicula correspondientes.



2. INTRODUCCION

2.1 Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal también conocidas por sus siglas
en inglés como PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) son un conjunto de
bacterias que colonizan la superficie de las raices y producen algun beneficio en
ellas. El término PGPR fue acufiado y definido por Kloepper y Schroth en 1981.

Las PGPR son organismos altamente eficientes para promover el crecimiento de
las plantas e incrementar su tolerancia a otros microorganismos causantes de
enfermedades. Para considerar a un microorganismo como PGPR, este debe
cumplir con las siguientes caracteristicas: una elevada densidad poblacional en la
rizosfera después de su inoculacion en las plantas, deben ser capaces de colonizar
de forma efectiva la superficie de la raiz, y que puedan influir positivamente en el
crecimiento de la planta (Escalona et al., 2003).

Existe una gran variedad de géneros bacterianos que promueven el crecimiento de
las plantas, entre ellos se encuentran: Gluconacetobacter, Pseudomonas,
Agrobacterium, Azoarcus, Azotobacter, Klebsiella, Bacillus y Azospirillum, siendo
este Ultimo uno de los mas estudiados (Gray y Smith, 2005).

La promocion del crecimiento en las plantas inoculadas con rizobacterias ocurre por
diversos mecanismos entre los cuales se encuentran: disminucion de los niveles de
etileno, fijacion bioldgica de nitrégeno, solubilizacién de fosfatos, produccion de
sideroforos y sintesis de ciertas sustancias reguladoras del crecimiento vegetal
(como giberelinas, citocininas y auxinas). Estas ultimas, estimulan la densidad y
longitud de los pelos radiculares, aumentando asi la cantidad de raices en las
plantas, lo cual a su vez incrementa la capacidad de absorcion de agua y nutrientes.
Ademas de lo anterior, estas sustancias reguladoras pueden proteger a la planta
contra distintos patdégenos al promover la respuesta sistémica inducida (Bulgarelli,
et al., 2013; Escalona et al., 1981) (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismos bioquimicos por los cuales las rizobacterias median la promocién del
crecimiento y salud de la planta. Imagen tomada de (Tomado y modificado de Bulgarelli, et al., 2013).

2.2 El género Azospirillum

Las bacterias del género Azospirillum (pertenecientes al grupo de las a-
proteobacterias) han sido conocidas durante afios como rizobacterias promotoras
del crecimiento de la planta. Existen varias caracteristicas morfolégicas que nos
ayudan a identificar a estos microorganismos. Son bacterias de vida libre, fijadoras
de nitrogeno, no fermentativas y no formadoras de esporas, con forma vibrioide o
de bacilo, ligeramente curvadas con granulos de polihidroxibutirato y pueden formar
quistes. Son bacterias Gram-negativas, méviles (Pedraza et al., 2020). Las colonias
de Azospirillum desarrollan una superficie encallecida y seca después de pocos dias
de incubacién en medio de cultivo que contenga malato. La coloracién roja de estas
colonias observadas en A. brasilense son debidas a la acumulacion de pigmentos
carotenoides (Pereg y McMillan 2015). Una de las caracteristicas fenotipicas mas
ampliamente usadas para el reconocimiento del género Azospirillum es el color rojo



escarlata que toman las colonias al crecer en un medio adicionado con el colorante
Rojo Congo (Céceres, 1982).

El género Azospirillum comprende varias especies conocidas, entre las cuales se
encuentran: A. lipoferum, A. irakense, A. largimobile, A. canadense, A. brasilense,
etc. Esta ultima es una de las mas estudiadas en la asociacion bacteria planta. Estas
bacterias proliferan bajo condiciones aer6bicas o anaerObicas, pero son
preferencialmente microaerofilicas en presencia o ausencia de nitrégeno
combinado en el medio (Pereg y McMillan 2015).

A pesar de que mas de 20 especies han sido descritas dentro de este género, hasta
la fecha las especies de A. brasilense y A. lipoferum son las mejores caracterizadas
bioquimica y genéticamente. Estos microorganismos colonizan mas de 100
especies de plantas y se han descrito los mecanismos que utilizan para promover
el crecimiento vegetal por: fijacibn de nitrégeno, solubilizacion de fosfatos,
produccion de fitohormonas y sideroforos, control de fitopatdgenos y proteccion
contra el estrés abidtico como sequia, salinidad y presencia de compuestos tdxicos
(Pedraza, et al., 2020).

Las especies del género Azospirillum muestran un metabolismo versatil de carbono
y nitrégeno, lo cual hace que se adapten facilmente a ambientes competitivos de la
rizosfera. EI amonio, el nitrato, el nitrito, los aminoacidos y el nitrégeno molecular
pueden servir como fuentes de nitrogeno. Acidos organicos como malato, piruvato,
succinato y fructosa como fuentes de carbono (Domingues, et al., 2020) A.
brasilense es una bacteria altamente movil gracias a sus patrones mixtos de
flagelacion. Un flagelo polar es sintetizado durante el crecimiento en medio liquido
y permite un movimiento natatorio en este medio. Adicionalmente, flagelos laterales
son inducidos durante el crecimiento en medio semisdlido, permitiendo a la bacteria
desplazarse sobre este medio mediante movimientos tipo “swarming”. La movilidad
ofrece a la bacteria la ventaja de moverse hacia condiciones favorables ricas en
nutrientes. Azospirillum exhibe quimiotaxis positiva hacia acidos organicos,
azucares, aminoacidos y compuestos aromaticos, asi como hacia los exudados
radiculares. Otra caracteristica de A. brasilense es el movimiento hacia
concentraciones optimas de oxigeno de 0.4% de oxigeno disuelto, llamada
aerotaxis (Zhulin, et al., 1996). Este comportamiento puede ser ventajoso para guiar
a la bacteria a nichos 6ptimos para que lleve a cabo la fijaciébn de nitrégeno
(Steenhoudt y Vanderleyden, 2000).

2.3 Quimiotaxis

Los microrganismos han desarrollado una gran cantidad de estrategias para
adaptarse a cambios en el medio ambiente. Algunas de estas estrategias involucran
cambios en patrones de expresién de genes permitiendo que muchas bacterias
sean capaces de responder rapida y transitoriamente a cambios en el ambiente. En
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bacterias moviles, estas respuestas adaptativas transitorias incluyen la habilidad
para navegar hacia condiciones mas favorables o alejarse de las perjudiciales. Este
comportamiento es referido como quimiotaxis cuando las bacterias moviles
responden a gradientes de efectores quimicos, aerotaxis cuando responden a
gradientes de oxigeno, fototaxis cuando responden a gradientes de luz, pH taxis
cuando responden a gradientes de pH, etc (Pereg y McMillan 2015).

Debido a que Azospirillum requiere nutrientes del medio en donde se encuentre
para su crecimiento, ésta se dirige hacia los exudados radiculares de las plantas
mediante quimiotaxis, donde tomara los nutrientes necesarios para su desarrollo.
La quimiotaxis es considerada un rasgo importante para sobrevivir en la rizosfera, y
es un mecanismo esencial para la colonizacion de las raices exitosa (Wadhams y
Armitage, 2004).

El sistema de transduccion de sefales de la quimiotaxis ha sido bien caracterizado
en Escherichia coli y Salmonella typhimurium, donde este regula la probabilidad de
cambios en la direccion de rotacion de los motores flagelares, que a su vez afectan
el patron de motilidad de nado celular. La rotacion del flagelo es impulsada por el
gradiente electroquimico de membrana y los interruptores en la direccion de la
rotacion del motor flagelar son controlados por la via de quimiotaxis (Berg, 2003). A
nivel molecular, el sistema de transduccidon de sefales de quimiotaxis comprende
una ruta de transduccion de sefiales de dos componentes en la que la informacion
sensorial percibida por receptores se transmite al motor a través de una serie de
eventos de fosforilacion modulados por el regulador de respuesta de la cinasa
CheA. CheA se acopla a los receptores a través de CheW y modula el estado de
fosforilacion del regulador de respuesta CheY. CheY tiene una afinidad aumentada
por la unién a proteinas motoras flagelares, lo que resulta en un cambio en la
direccion de rotacion flagelar y un cambio en la direccion de natacion (Wadhams 'y
Armitage, 2004). En A. brasilense se ha reportado que una vez que detecta un
quimioatractante, incrementa transitoriamente la velocidad de nado y reprime las
reversiones. La via de quimiotaxis Chel regula cambios en la velocidad de nado,
mientras que el sistema Che-4 regula la probabilidad de reversiones, siendo este
altimo esencial para la colonizacibn competitiva en la superficie de la raiz
(Mukherjee, et al. 2016).

Una vez que la bacteria se encuentra en un ambiente rico en nutrientes necesarios
para su crecimiento, esta requiere establecerse y mantenerse en dicho ambiente,
para ello es necesario que la bacteria logre colonizarlo cambiando su estado movil
(plantdnico) a sésil (formacion de biopelicula) en donde sera necesario modular el
sistema de transduccion de sefiales para disminuir la movilidad (Monds y O’Toole,
2009).
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2.4 Colonizacién de Azospirillum a la planta

El anclaje de Azospirillum brasilense a las raices es considerado un requisito para
la colonizacién de plantas. Azospirillum coloniza principalmente la superficie de las
raices, y algunas cepas son capaces de colonizar tejidos internos de la planta.
Estudios ultraestructurales de localizacion de Azospirillum en la superficie de la
raices han mostrado que este se encuentra a lo largo del sistema radicular, pero se
concentra en zonas de elongacién, en heridas de la raiz, en la base de los pelos
radiculares (Ramirez, et al., 2018; Pedraza, et al., 2020).

El proceso de colonizacion de Azospirillum a las raices es principalmente
dependiente de dos factores: (1) la existencia de un flagelo polar, que permite a la
bacteria adsorberse a las raices, y (2) la produccion de exopolisacaridos (EPS), lo
cual permite a la bacteria anclarse firmemente a la superficie de la raiz. Una vez ya
asociada a la planta, las bacterias pueden formar comunidades complejas
denominadas “biopeliculas” (Salcedo, et al., 2015).

2.5 Formacién de biopelicula

La formacion de biopelicula es una estrategia de vida importante para las bacterias,
ya que ésta les brinda estabilidad y proteccién para sobrevivir a las condiciones
adversas y variables del medio, ademas de que contribuye a la colonizacion exitosa
del hospedero. Azospirillum forma biopeliculas en respuesta a varios factores
ambientales (temperatura, pH, oxigeno, nutrientes, etc.) (Branda, et al., 2005).

En las biopeliculas, las células crecen en agregados multicelulares que se
encuentran rodeadas de una matriz extracelular producida por las mismas bacterias,
y pueden prevalecer en escenarios naturales, clinicos e industriales. La mayoria de
los microorganismos se asocian con superficies biodticas y abidticas a través de
biopeliculas (Wang, et al.,, 2019). Esta matriz estd compuesta de sustancias
poliméricas extracelulares, principalmente polisacaridos, proteinas, lipidos y acidos
nucleicos, que proveen la estabilidad mecanica para el mantenimiento de las
biopeliculas. Ademas, median su adhesion a superficies, y forman una estructura
tridimensional polimérica cohesiva que interconecta e inmoviliza transitoriamente a
las células. La forma de la biopelicula es variable, siendo una multicapa simple de
células o0 mas compleja con forma de hongo con canales o poros en su interior a
través de los cuales circulan el agua y nutrientes de un punto a otro (Salcedo, et al.,
2015).

La formacién de biopelicula consta de seis etapas: (1) union inicial de la bacteria a
la superficie, (2) formacién de una monocapa de células, (3) desplazamiento y
multiplicacion de las células para formar multicapas de microcolonias, (4)
produccion de la matriz extracelular por la sintesis de exopolisacaridos, (5)
maduracién de la biopelicula, y (6) dispersion de la biopelicula para formacién de
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una nueva (Karatan y Watnick, 2009). En la figura 2 se esquematiza la formacion
de biopelicula.

Dispersion activa

Figura 2. Formacién de biopelicula. (Tomado y modificado de McDougald, et al., 2011).

2.6 Transicion de estilo de vida: moévil a sésil

La mayoria de las bacterias gastan mucho tiempo creciendo unidas a superficies
bidticas o abidticas. La transicion del estado movil bacteriano a su union a una
superficie (estado sésil) es comiunmente asociado con el crecimiento multicelular
subsecuente como una colonia y/o biopelicula. La transicion de movil a sésil
involucra cinco etapas, primero la célula requiere anclarse a la superficie de las
células radiculares, lo cual lo va a realizar con ayuda de su flagelo, el cual actuara
como una adhesina. Esta unién es rapida y débil. Una vez anclada la bacteria sobre
la superficie, esta empezard a asociarse a otras bacterias y producir
exopolisacéaridos, generando una biopelicula, en donde la unién se volvera mas
firme. Ademas, si la bacteria es movil, esta necesita inhibir la movilidad lo cual le
permitira que se una a una superficie (Monds y O’Toole, 2009).

La transicion del estado movil de una bacteria hacia un estado sésil (formacion de
biopelicula) esta regulado por segundos mensajeros. Una de las moléculas que
actian como segundos mensajeros es el diguanilato monofosfato ciclico.
Dependiendo de los niveles intracelulares de este compuesto algunas bacterias
pueden modular muchas actividades importantes, entre ellas el cambio de estado
movil a sésil (Rémling, et al., 2013).

Las PGPR producen exopolisacaridos (EPS) inducidos por el di-GMP-c para
promover diferentes formas de biopelicula, floculacién y anclaje a superficies
bidticas y abioticas, protegiéndolas contra distintos tipos de estrés. Algunos
exopolisacéridos producidos por las rizobacterias son celulosa, curdlano,
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polisacaridos de glucomananos unipolares y B-glucanos. El di-GMP-c induce dos
EPS especificos: Pea y Pel en P. putida; alginato y celulosa en P. putida y P.
fluorescens, importantes para la formacion de biopelicula, sin embargo esta también
depende de otras adhesinas reguladas por el di-GMP-c, como proteinas Lap (del
inglés, large cell-surface adhesive proteins), importante para la formacion de la
matriz de la biopelicula (Perez y SanJuan., 2019).

En Azospirillum componentes como la flagelina polar, EPS, eDNA y la proteina
OmaA permiten a la bacteria convertirse en microcolonias organizadas. Estos
componentes estan involucrados en varias etapas de la formacion de biopelicula y
contribuyen a su estabilidad. A. brasilense se ancla a la superficie usando su flagelo
polar, empieza a dividirse, a producir y acumular mas EPS para anclarse a las
superficies. Los componentes poliméricos extracelulares de la matriz proveen
muchos beneficios a las células en la biopelicula, incluyendo adhesién, proteccion
y estructura. Ademas, en el proceso de auto-agregacion y la formacién de una
biopelicula fuerte, estan involucrados EPS y proteina OmaA. Esto le permite a la
bacteria sobrevivir de forma efectiva bajo condiciones adversas del medio como
proteccion contra predacion y desecacion. Cuando el acceso de los nutrientes
empieza a disminuir, la dispersion de la biopelicula permite a la bacteria colonizar
otras superficies (Viruega, et al., 2020).

Este tipo de biopelicula es importante en los microbiomas de la rizosfera. Diferentes
caracteristicas en las rizobacterias son reguladas por el di-GMP-c tales como el
movimiento, el anclaje y la colonizacién, resultando un impacto positivo en la
adaptacioén de la planta hospedera.

2.7 Di-GMP-c (Diguanilato monofosfato ciclico)

El diguanilato monofosfato ciclico (di-GMP-c), es un dinucleétido que actia como
segundo mensajero responsable del control de una gran variedad de
caracteristicas, entre las cuales se incluyen: la transiciébn del estilo de vida
bacteriano, la produccion de exopolisacaridos, la formacién de biopelicula, la
quimiotaxis y diferentes formas de movilidad, virulencia, resistencia a antibioticos,
morfologia celular y regulacién del ciclo celular. Generalmente, altos niveles de di-
GMP-c se correlacionan con un “estado sésil” o formacion de biopelicula; mientras
que niveles bajos con un “estado movil” o incremento de movilidad (Texeira, et al.,
2018).

El di-GMP-c esta presente en un amplio rango de especies bacterianas. Los niveles
de esta molécula son controlados a través de mecanismos de deteccion y
regulatorios en respuesta a cambios en el medio ambiente bacteriano, los cuales
alteran la fisiologia y el fenotipo bacteriano (Rémling, et al., 2013).
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En la figura 3 se puede apreciar las reacciones enzimaticas que ocurren durante el
metabolismo del di-GMP-c de manera general y algunos de los fenotipos que son
controlados por esta molécula.
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Figura 3. Estructura y funciones fisioldgicas del di-GMP-c. Tomado y modificado de Hengge, 2009.

2.8 Sintesis del di-GMP-c

El di-GMP-c es sintetizado a partir de dos moléculas de GTP por enzimas
denominadas diguanilato ciclasas (DGCs) que contienen el dominio conservado
GG(D/E)EF (Gly-Gly-(Asp/Glu)-Glu-Phe). Este tipo de proteinas generalmente
actuan como homodimeros, donde cada monomero contribuye con la union de una
molécula de GTP para unirlas mediante un enlace fosfodiéster utilizando cationes
como Mg? o Mn?* como cofactores. En el sitio activo (sitio A), del dominio
GG(D/E)EF, los primeros dos residuos (Gly-Gly) estan involucrados en la union del
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GTP, mientras que el cuarto residuo (Glu) esta involucrado en la coordinacién del
ion metalico. El tercer aminoacido de este motivo (Asp/Glu) es indispensable para
la catalisis e interviene en la coordinacion del metal (R6mling, et al., 2013).

Existen dos mecanismos que parecen afectar la formacion del homodimero
GG(D/E)EF cataliticamente competente. El primero involucra reordenamientos
conformacionales en respuesta a cambios en el dominio de sefializacion unidos a
los dominios GG(D/E)EF. El segundo mecanismo afecta la activacion / inactivacion
de las diguanilato ciclasas involucrando una inhibicion por retroalimentacion,
mediante un sitio de inhibicién (sitio 1), el cual est4 constituido por un motivo de
cuatro residuos RxxD (donde “R” es arginina, “x” es cualquier residuo y “D” es acido
aspartico”) y posicionado cinco aminoacidos rio arriba del motivo GG(D/E)EF

(ROmling, et al., 2013).

2.9 Hidrolisis del di-GMP-c

El di-GMP-c es degradado por enzimas denominadas fosfodiesterasas (PDES), las
cuales se dividen en dos grupos: el primero tienen el dominio catalitico EAL (Glu-
Ala-Leu) el cual cataliza la hidrolisis del di-GMP-c generando 5’-fosfoguanilil-(3’-5’)-
guanosina (pGpG); mientras que el segundo posee el dominio catalitico HD-GYP,
el cual lo hidroliza hasta generar dos moléculas de GMP. La actividad catalitica de
proteinas con el dominio EAL depende de un grupo de dos cationes metélicos, los
cuales coordinan dos moléculas de agua, una de las cuales esté involucrada en el
ataque hidrofilico del enlace fosfodiéster del di-GMP-c. Los dominios EAL por lo
general actian como homodimeros. Este tipo de proteinas requiere de los
cofactores Mn?* y Mg?* para tener actividad. En cuanto a la regulacién de estas
proteinas dependera de los dominios accesorios ubicados en el extremo N-terminal
que posee la proteina; la presencia de Ca?*, Ni’*, Fe?* y Zn?* puede inhibir la
reaccion (Romling, et al., 2013).

2.10 Proteinas hibridas con dominios DGCs y PDEs

Frecuentemente se pueden encontrar dominios GG(D/E)EF y EAL en la misma
cadena polipeptidica como parte de proteinas multidominio o proteinas hibridas.
Existen tres posibles teorias de como se pueden encontrar o funcionar estos
dominios: el primer escenario es que ambos dominios son enzimaticamente activos,
los cuales son regulados de forma diferente por sefiales del medio ambiente o
intracelulares de tal manera que en un momento dado, una actividad es prevalente.
En el segundo escenario, uno de los dos dominios es enzimaticamente inactivo o
cataliticamente incompetente; se ha visto que en algunas proteinas a pesar de que
esté conservado el motivo catalitico, este dominio no tiene actividad y en otros casos
el dominio puede estar degenerado y por lo tanto es inactivo. Los dominios
degenerados han evolucionado para llevar a cabo nuevas funciones, por ejemplo,
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pueden funcionar como sitio de union para un ligando que regularia la actividad
enzimatica del otro dominio, unién pero no procesamiento del sustrato, participacion
en interacciones proteina-proteina y/o proteina-RNA. En el tercer escenario, ambos
dominios son cataliticamente inactivos, este tipo de proteinas con dominios
degenerados pueden actuar como receptores del di-GMP-c para continuar con la
cascada de sefalizacion al interactuar con otra molécula receptora o efectora
(R6mling, et al., 2013).

2.11 DGCs y PDEs asociadas a dominios de sefalizacion

Las bacterias frecuentemente poseen multiples genes que codifican para DGCs y
PDEs, ademas pueden tener dominios de sefalizacion, que pueden regular su
actividad mediante la deteccion de sefiales del medio ambiente. Estos dominios
involucrados en sistemas de transduccion de sefiales pueden ser, por ejemplo: GAF
(del inglés: cGMP phosphodiesterase, Adenyl cyclase, FhlA) , PAS (del inglés: PER,
ARNT, and SIM proteins), CACHE (del inglés: Ca?* channels and Chemotaxis
receptors), HAMP (del inglés:  Histidine kinases, Adenyl cylases, Methyl-
accepting proteins and Phosphatases), el dominio receptor o regulador de respuesta
de los sistemas de doble componente (REC), entre otros; los cuales reconocen
pequefias moléculas y subsecuentemente activan el dominio receptor, dando lugar
a cambios funcionales en la fisiologia bacteriana, factores de virulencia, incluyendo
la movilidad (Romling, et al., 2013). Algunas caracteristicas de estos dominios se
mencionaran a continuacion:

e Los dominios PAS (del inglés: PER, ARNT, and SIM proteins) se distribuyen
ampliamente en las bacterias, arqueobacterias y eucariotas. Se encuentran
frecuentemente correlacionados con procesos de transducciéon de sefiales y
pueden detectar diversas sefiales como el oxigeno, la luz, el potencial redox,
el voltaje y los hidrocarburos aromaticos.

e Los dominios GAF (del inglés: cGMP-specific phosphodiesterases, adenylyl
cyclases and FhlIA son dominios de sefializacién que se localizan en el
citoplasma, son parecidos estructuralmente a los dominios PAS, se
describieron originalmente como dominios conservados de union a GMPc en
fosfodiesterasas. Estos dominios son estructuralmente similares, comparten
un pliegue con los dominios PAS.

e Los dominios CACHE (del inglés: CAlcium and CHEmotaxis) propios de los
canales de calcio y de los receptores de quimiotaxis, son dominios
extracelulares de estructura similar a los dominios PAS. La diferencia
estructural de ambos es la gran alfa hélice N-terminal presente en dominios
CACHE. Los dominios CACHE se clasifican estructuralmente en dos grupos
SCACHE (un solo dominio) y dCACHE (dos dominios), compartiendo la gran
a-helice N-terminal y difiriendo en la estructura de las hojas plegadas y alfas
hélices presente en los CACHE de dominio Unico o doble.
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e Los dominios CHASE (del inglés: Cyclase/Histidine kinase-Associated
Sensing Extracelular domain), también son dominios extracelulares.

e EI dominio MHYT (del inglés: Met-His-tYr-Treo containing YkoW
transmembrane domain) es un dominio transmembranal que consiste de seis
segmentos transmembranales interconectados por regiones citoplasméaticas
y regiones periplasmicas cortas ricas en arginina, la funcion de este dominio
no se conoce, pero podria formar centros de cobre Utiles en la deteccion de
oxigeno, del oxido nitrico y del monéxido de carbono.

e EIl dominio NIT (del inglés: Nitrate and Nitrite-sensing) que podria detectar
nitrato y nitrito.

e Los dominios MASE1 y MASE2 (del inglés: Membrane-Associated Sensor)
podrian participar en la deteccion del hierro y oxigeno, aungque su funcion
aun no esta bien definida (Méndez, et al., 2005).

2.12 Receptores del di-GMP-c

El di-GMP-c regula una gran variedad de procesos celulares, incluyendo: la
transicion del estilo de vida movil a sésil, motilidad celular, interacciones
intercelulares, formacién de biopelicula y dispersion, y las respuestas al oxigeno,
oxido nitrico y a una gran variedad de sefiales ambientales. Hay una sorprendente
diversidad de efectores y blancos del di-GMP-c, como consecuencia, cualquier tipo
de proceso en una célula bacteriana puede ser controlada por este segundo
mensajero (Prada, 2014).

Un segundo mensajero como el di-GMP-c tiene que ser detectado, ya sea por uniéon
especifica a un componente efector especifico 0 a un receptor que interactle con
un blanco especifico para ejercer efectos celulares. Estos efectores pueden actuar
a nivel transcripcional, postranscripcional y postraduccional. Se han predicho varias
clases de receptores del di-GMP-c, por ejemplo, reguladores transcripcionales,
ribonucleasas, glicosiltransferasas, pequefios ARN (sRNA) llamados “riboswitches”,
proteinas con dominios PilZ, proteinas estructurales del pilus tipo IV e incluso las
mismas DGC y PDE desprovistas de actividad catalitica por la presencia del dominio
degenerado, receptores del sitio I. En la figura 4 se muestran de manera general los
efectores del di-GMP-c.
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Figura 4. Diversidad de factores de union del di-GMP-c (Tomado y modificado de Hengge, 2016).

2.13 Efectores del di-GMP-c.

e Dominios PilZ. Proteinas con dominios PilZ son capaces de unir di-GMP-c
y afectar a la velocidad de rotacion del flagelo. El primer receptor estudiado
para el di-GMP-c en bacterias, forma parte de la glicosiltransferasa de
Gluconacetobacter xylinus para la sintesis de celulosa. ElI dominio llamado
originalmente PilZ de Pseudomonas aeruginosa, esta involucrado en la
formacion del pilus tipo IV (Amikam y Galperin, 2005). Se han identificado
otros dominios PilZ en otros modelos bacterianos, los cuales sufren cambios
conformacionales que modulan su actividad y / o la de otras proteinas tras la
union especifica del di-GMP-c (V. cholarae, C. crescentus, P. aeruginosa),
inducen la secrecion de celulosa a través de la membrana celular, activacion
alostérica de la sintesis y secrecion de distintos EPS, activan la produccion
de alginato, Psl o Pel. Otros dominios PilZ estan implicados en la movilidad
o en la quimiotaxis. Por ejemplo, el efecto negativo de los niveles del di-GMP-
c sobre la motilidad flagelar estd mediado por dominios PilZ, denominados
frenos moleculares o YcgR, las cuales se unen al motor del flagelo en
complejo con el di-GMP-c y disminuyen la frecuencia de rotacién y, por lo
tanto, de motilidad (Prada, 2014). En A. brasilense la proteina aceptora de
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grupos metilo (MCP) Tlp1 juega un rol importante en aerotaxis y colonizacion
de las raices. Tlpl es un receptor de quimiotaxis que cuenta con una parte
proteica anclada en la membrana, con un dominio sensor N-terminal y un
dominio de sefializacion citoplasmatico. El ligando de Tlpl es desconocido,
pero el receptor también posee un dominio PilZ C-terminal, el cual se une a
di-GMP-c con una afinidad baja micromolar, promoviendo el nado asi como
la velocidad de éste (O’Neal, et al., 2019). MrkH un regulador de la
transcripcion en Klebsiella pneumoniae, en cuya estructura se encuentra un
dominio PilZ, se une al di-GMP-c e inicia la transcripcion de genes que
codifican la formacién y produccion de la fimbria tipo 3 que interviene en la
estructura de la matriz de la biopelicula (Wilksch, et al. 2011).

Motivos similares al sitio I. Un motivo similar al sitio | (sitio de inhibicion),
RxxD es responsable de la union del di-GMP-c con otros dos receptores,
PleD de P. aeruginosa y CdgG de V. cholerae (Chan, et al., 2004).

DGCs y PDEs con dominios degenerados. Proteinas con motivos
degenerados, en los cuales un residuo importante para la catalisis es
reemplazado por otro residuo aminoacidico. Se ha observado que los
genomas bacterianos codifican un alto numero de proteinas con dominios
GGDEF y EAL degenerados, los cuales no son cataliticamente activos, sin
embargo, pueden unir di-GMP-c u otros nucleétidos. Por ejemplo, la proteina
PopA de C. crescentus, implicada en la progresion del ciclo celular posee un
dominio degenerado GGDEF y un sitio de inhibicion I. PopA localizada en el
polo celular, se une al di-GMP-c a través de su sitio |, y dirige al regulador
global del ciclo celular CtrA a esta localizacion, permitiendo la progresion del
ciclo celular (Prada, 2014).

Algunos sitios GGDEF degenerados pueden unir GTP, sirviendo quizas
como sensores del estado energético de la célula. Del mismo modo, ciertos
dominios EAL degenerados conservan la capacidad de union del di-GMP-c.
Por ejemplo, proteina LapD de P. fluorescens Pf0-1 contiene dominios
GGDEF y EAL degenerados, que une al di-GMP-c, lo que activa la secrecion
de la adhesina LapA (Prada, 2014).

Reguladores transcripcionales y otras proteinas efectoras. Se han
descrito una gran cantidad de proteinas que unen di-GMP-c, pero sus
dominios de unién no estan identificados. Este es el caso de FleQ de P.
aeruginosa (regulador maestro de la biosintesis flagelar, regula
positivamente la expresion de varios operones implicados en la sintesis de
EPS tras unir de manera especifica di-GMP-c), VpsR de V. cholerae
(regulador central de la cascada de la virulencia y Quorum sensing, ademas
de participar como activador de la formacién de biopelicula) y Clp de
Xanthomonas campestris (Clp activa la expresion de varios genes implicados
en la virulencia y el di-GMP-c inhibe esa expresion) (Prada, 2014). Proteinas
CheY-Like (Cle) de C. crescentus, sintonizan la actividad flagelar en
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respuesta a la union del di-GMP-c en la extension C-terminal (Nesper, et al.,
2017).

Riboswitches. Regulan un amplio nUmero de procesos celulares, incluyendo
la expresion de genes asociados a la virulencia, formacion de pili o biosintesis
de flagelos. Estos son aptdmeros de ARN, segmentos no codificantes de
ARNM que adoptan estructuras secundarias especificas y se unen a ligandos
moleculares pequefios. Tras la unién del ligando, las estructuras secundarias
especificas del ARNm cambian, lo que resulta en cambios en la transcripcion,
la estabilidad del ARNm o la traduccion de genes posteriores. El riboswitch
Cd1 de Clostridium difficile que se encuentra antes del operon del flagelo
trabaja como un interruptor “apagado”, el cual en presencia de di-GMP-c,
causa la terminacion transcripcional y disminuye la expresion de genes en el
hospedero heterdlogo Bacillus subtilis (R6mling, et al., 2013).
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3. ANTECEDENTES DIRECTOS

En el laboratorio de la Interaccién Bacteria — Planta del Centro de Investigaciones
en Ciencias Microbiologicas del ICUAP, se realizaron analisis bioinformaticos en el
genoma de diferentes cepas del género Azospirilum buscando secuencias
presuntivas que codifican para enzimas diguanilato ciclasas de dominio Unico,
fosfodiesterasas de dominio Unico y proteinas hibridas con ambos dominios (Ver
tabla 1).

Tabla 1. Frecuencia de genes codificantes para proteinas con dominios GGDEF, EAL y
proteinas hibridas en el genoma de cepas de Azospirillum (Tomado de Ramirez, et al., 2018).

A.brasilense A.brasilense A. brasilense A.lipoferum Azospirillum A. Thiophilum A.halopraeferens A.oryzae A.humicireducens

DOMINIO sp245 sp7 Az39 48 B510 BV-S DMS3675 A2P Sg-Z-5

GGDEF 20 20 20 19 19 17 20 19 14
EAL 5 5 5 5 5 4 4 4 4
Hibridas 10 9 10 16 17 13 14 17 11
Total 35 34 35 40 41 34 38 40 29

Datos extraidos de http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins / base de datos SMART http://smart.embi-heidelberg.de/

En este andlisis informético se encontré que en la cepa A. brasilense Sp245 se
encuentran 35 genes que codifican para proteinas con estos dominios, de las cuales
20 son de dominio unico GGDEF, 5 EAL y 10 proteinas hibridas (Ramirez, et al.,
2018).

3.1 cdgF de A. brasilense Sp245

Entre los genes que codifican para proteinas hibridas, se encuentra el gen cdgF que
codifica para la proteina CdgF (putativa diguanilato ciclasa / fosfodiesterasa
(dominios GGDEF y EAL, respectivamente) la cual tiene una longitud de 1080
aminoacidos y un peso molecular de 121 KDa y se encuentra conservada en el
genoma de las distintas cepas de Azospirillum analizadas (Ramirez, et al., 2018).
El andlisis in silico de esta proteina predice que posee dos dominios de sefializacion
CACHE, dos dominios de sefializacion PAS, dos regiones transmembranales, un
dominio de GGDEF y un dominio EAL degenerado (en donde el amino&cido Alanina
es reemplazado por una Glicina). En la figura 5 se puede observar los dominios
predichos por analisis bioinformatico. EI gen que codifica para esta proteina se
encuentra entre genes que codifican para distintas proteinas, en donde rio arriba se
encuentra una proteina de funcion desconocida y una de presunta proteina
implicada en reparaciéon de DNA; mientras que rio abajo se encuentran una adenil-
succinato liasa y una proteina de funcién desconocida. En la figura 5 se puede
observar el contexto genético de este gen.
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Figura 5. Contexto genético y proteico del gen cdgF A) Dominios proteicos de CdgF. Se
muestran dos dominios transmembranales representado por barras de color gris, un doble dominio
CACHE (dCACHE_2) representado por hexagonos de color azul, dos dominios PAS representado
por pentdgonos de color verde, un dominio de DGC y uno de PDE representados por pentagono rojo
y azul respectivamente. B) Contexto genético del gen cdgF. Se muestra el gen de interés en flecha
de color verde (cdgF) y los genes que se encuentran rio arriba y rio abajo del mismo. Datos obtenidos
de: https://www.ncbi.nIm.nih.gov/ y http://smart.embl-heidelberg.de/

Salazar en 2017, clon6 un fragmento del gen cdgF de 2011 pb que codifica para la
regién citoplasmatica de la proteina CdgF (la cual incluye los dos dominios PAS, el
dominio GGDEF-EAL) en el vector pGEX-4t-1 realizando una fusién traduccional
con la GST, la cual se ha utilizado como una etiqueta para la expresion de proteinas
recombinantes ya que esta proteina es altamente soluble al expresarse en E. coli.
Con este método se logré expresar y purificar la proteina, para posteriormente
realizar los ensayos de actividad enzimatica para analizar la actividad de DGC y
PDE. Al realizar los analisis enzimaticos de fosfodiesterasa se encontré que esta
proteina presenta actividad de PDE, y la actividad aumenta hasta tres veces cuando
se le agrega el cofactor Flavin Adenin Dinucleétido FAD (5 uM), lo cual indica que
el dominio PAS podria estar interaccionado con el FAD y aumentar la funcion de
PDE, activando de manera alostérica al dominio EAL. Con respecto a los analisis
enzimaticos de actividad de diguanilato ciclasa se encontré que esta proteina no
presentd actividad de DGC, indicando probablemente que el dominio GGDEF no
presenta actividad catalitica, pero si pudiera jugar un papel regulatorio en la
activacion alostérica del dominio EAL. Sin embargo, también es probable que al
haber removido la region N-terminal transmembranal de la proteina se afecto la
conformacién del dominio GGDEF resultando en la pérdida o inhibicion de la
actividad, o bien no se obtuvo actividad de DGC debido a que no se eliminé la
etiqueta GST fusionada en el extremo N-terminal de la regién citoplasmatica de la
proteina CgdF. Esta etiqueta de 25 KDa se encuentra cerca del dominio GGDEF lo
cual podria estar interfiriendo con la formacion del dimero entre los dominios y por
consiguiente no se dé la formacion del di-GMP-c (Salazar, 2017).

Con los resultados anteriores se defini6 que la proteina presenta actividad de
fosfodiesterasa y no se determino que presente actividad de diguanilato ciclasa bajo
las condiciones estudiadas in vitro, por lo cual seria interesante analizar su funcién
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in vivo, es decir, para lo cual es importante obtener una mutante por remocion del
gen cdgF, una complementacién en cis del gen cdgF, para en estudios posteriores
poder evaluar la participacion del gen en la movilidad y formacién de biopelicula,
fenotipos asociados con la actividad de fosfodiesterasa y diguanilato ciclasa,
respectivamente.
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4. HIPOTESIS

La inactivacion del gen cdgF eliminara su participacion en la movilidad y formacion
de biopelicula en A. brasilense Sp245.

5. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Las DGCy PDE son enzimas que pueden ser de dominio Unico o proteinas hibridas.
Ademas, hay varios genes que las codifican en un mismo género bacteriano. Es
importante explorar la funcion de las proteinas hibridas que contienen dominios
GGDEF y EAL para conocer su participacion en la fisiologia microbiana del segundo
mensajero di-GMP-c, debido a que presentan ambos dominios, ademéas de que
cuentan con dominios accesorios de sefalizacion que detectan estimulos
provenientes del medio extracelular o intracelular para activarlas. Es pertinente
tener un panorama de la forma en que funcionan estas proteinas, ya que en ciertas
condiciones pueden actuar como diguanilato ciclasas favoreciendo la formacién de
biopelicula, mientras que en otras condiciones pueden funcionar como
fosfodiesterasas, favoreciendo la movilidad y quimiotaxis. Una de las proteinas
hibridas de interés, es CdgF codificada por el gen cdgF, la cual de acuerdo con
andlisis bioinformatico sugerimos que se encuentra anclada a la membrana, con
dos dominios CACHE que participan como receptores de quimiotaxis, dos dominios
sensores PAS, un dominio GGDEF conservado y el dominio EAL, cuyo motivo esta
degenerado (EGL) (Ver figura Anexo Al), no obstante a esta degeneracién hemos
visto que tiene actividad de PDE. Con los estudios realizados por Salazar en el
2017, al expresar y purificar la region citoplasmatica de esta proteina, para
posteriormente realizar ensayos de actividad enzimética de diguanilato ciclasa y
fosfodiesterasa, se demostrd que la proteina presenta actividad de fosfodiesterasa
pero no presentd actividad de diguanilato ciclasa. Debido a que la proteina
purificada solo contenia los dominios PAS, probablemente los dominios CACHE son
lo que estén involucrados en la activacion del dominio GGDEF, o la etiqueta GST
utilizada para una mejor purificaciéon interfiere con la conformacién adecuada para
que se activen los dominios GGDEF. A pesar de que el motivo GGDEF esta
conservado, esta no presenté dicha actividad, por lo cual se pretende construir una
mutante por delecion del gen cdgF para identificar posteriormente su participacion
in vivo.

Con el objetivo de evaluar la funcién del gen cdgF en la movilidad y formacion de
biopelicula, se obtuvo la cepa mutante A. brasilense 40391 (eliminando el gen cdgF)
y la cepa complementada con el gen la regidon promotora nativa cepa anotada como
A. brasilense 40393. Las cuales en estudios posteriores permitiran evaluar distintas
condiciones de crecimiento para poder encontrar bajo cuales condiciones la
proteina actia como DGC y bajo cuales como PDE.
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6.

OBJETIVO GENERAL

Generar la cepa mutante y cepa complementada del gen cdgF de A. brasilense
Sp245.

VVVVYVY XN

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisis bioinformético del modelado por homologia de la proteina CdgF.
Construccién del plasmido mutagénico denominado pJMS-FAB40391
Obtencion de la cepa mutante AcdgF (A. brasilense 40391)

Construccion del plasmido para complementar en cis pAZBR-Gm
Construccién del plasmido integrativo pAZBR-cdgF

Obtencion de la cepa mutante complementada con cdgF (A. brasilense
40393)
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9 MATERIALES Y METODOS

9.1. Anédlisis bioinformaético.

Para el disefio de los oligonucledtidos y la construccion de los vectores utilizados
en este trabajo se emplearon los siguientes programas:

» Oligoanalyzer Tool (URL: https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer)
» GeneBank (URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
» SnapGene (URL: https://www.snapgene.com)

Para el modelado por homologia de la proteina se usaron los siguientes programas:

» |-Tasser (URL: https://www.zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER)
» Chimera (URL: https://www.cgl.ucsf.edu/chimera)
» MolProbity (URL.: http://www.molprobity.biochem.duke.edu/index.php)

9.2 Cepas bacterianas utilizadas

Tabla 2. Cepas bacterianas utilizadas en este estudio.

Cepas

Genotipo o Fenotipo

Referencia

Escherichia coli DH5a

F-, endAl, gInv44, thi-1, recAl,
relAl, gyrA96, deoR, nupG,
®80dlacZAM15, A(lacZYAargF),
U169, hsdR17(rK-, mK*), A~

Hanahan, 1983

Escherichia coli s17.1

recA, thi, pro, hsdR-M + RP4-2-
Tc:Mu::Km:Tn7

Simon et al. 1983

A. brasilense Sp245

Cepa silvestre aislada de las raices
de trigo

Baldani et al. 1983

A. brasilense 40391

Cepa derivada de A. brasilense
Sp245 mutada en el gen cdgF, KmR.

Este estudio

A. brasilense 40392

Cepa derivada de A. brasilense
40391 mutada en el gen cdgF, KmR,
GmR. (Cepa control).

Este estudio

A. brasilense 40393

Cepa derivada de A. brasilense
40391 mutada en el gen cdgF, KmR,
GmR, complementada con gen cdgF.
(Cepa complementada).

Este estudio
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9.3 Plasmidos utilizados

Tabla 3. Vectores utilizados en este estudio.

Vectores

Genotipo o Fenotipo

Referencia

pGEM-T-Easy

Sitio de iniciacion de la transcripcion
de T7 RNA polimerasa, multiple sitio
de clonacion, promotor SP6 RNA
polimerasa (-17 a +3), sitio de inicio
de la transcripcion SP6 RNA
polimerasa, sitios de unién a primer
para secuenciacion M13, lacZ,
operador lac, ApR, region fago f1,
secuencias del operon lac.

Promega

PGEM-FA

Derivado del vector pGEM-T-Easy,
fragmento A clonado.

Este estudio

pGEM-FB

Derivado del vector pGEM-T-Easy,
fragmento B clonado.

Este estudio

pGEM-Gm

Derivado del vector pGEM-T-Easy,
casete de gentamicina clonado.

Este estudio

pGEM-cdgF

Derivado del vector pGEM-T-Easy,
gen cdgF clonado.

Este estudio

pIJMS-Km

Vector suicida derivado de
pSUP202, gen de resistencia
flanqueado con dos sitios multiples
de clonacion,

(Ramirez, et al. 2016)

pJMS-FA

Derivado de pJMS-Km, fragmento A
clonado.

Este estudio

pJMS-FAB

Derivado de pJMS-FA, fragmento B
clonado.

Este estudio

pPAZBR-T7-Km-mChery

Vector suicida, regiones homologas
AZBR40048 y AZBR40049,
terminador T7, Gen de la proteina
fluorescente mCherry, gen de
resistencia a kanamicina.

(Marcos, 2016)

PAZBR-T7-Gm

Vector suicida derivado de pAZBR-
T7-Km-mchery, regiones homologas
AZBR40048 y AZBR40049,
Terminador T7, gen de resistencia a
gentamicina.

Este estudio

pAZBR-cdgF

Vector suicida derivado de pAZBR-
T7-Gm, gen cdgF con su propia
region promotora.

Este estudio
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9.4 Iniciadores utilizados

Tabla 4. Oligonucledtidos utilizadas en este estudio.

Iniciador Caracteristicas Longitud %GC TM
°C
AB40391FA 5" AAGGTACCACCGAGAAGTAGAAGGCG 3 | 18 56 59
Sitio de restriccion Kpnl es el que esta
marcado con rojo
AB40391RA | 5 GGCTCGAGGGCAAGTTCAAGGTGAGG 3’ | 18 56 59
Sitio de restriccion Xhol es el que esta
marcado con rojo
AB40391CFB | 5 AAGAGCTCAGACGGAGGAGCAGTTCG 3 | 18 61 59
Sitio de restriccién Sacl es el que esta
marcado con rojo
AB40391CRB | 5 GAACTAGTGTCGCTGCTGGACTACTG ¥ 18 61 59
Sitio de restriccién Spel es el que esta
marcado con rojo
Km-F 5" AGCGCATCGCCTTCTATCGCCTT & 23 56 60
Km-R-R 5" CAGTGACAACGTCGAGCACAG & 21 57 60
GmFXhol S 20 60 65
TGCCTCGAGGCACCTTGTCGCCTTGCGTA
3
Sitio de restriccion Xhol es el que esta
marcado con rojo
GmRSpel S 21 57.1 |65
TGACTAGTCCTGGCGGCGTTGTGACAATT
3!
Sitio de restriccion Spel es el que esta
marcado con rojo
c-AB40391F 5 22 54.54 | 65
AAGAATTCATGCGTTTGGGCCATTGCCATG
3
Sitio de restriccion EcoRIl es el que esta
marcado con rojo
c-AB40391R | ¥ 22 59.09 | 65
AACTCGAGGTAAGACCGCTTTCGCAGCGCA
3
Sitio de restriccion Xhol es el que esta
marcado con rojo
CMP-PstIF S 22 54 65
AAGAATTCATGCGTTTGGGCCATTGCCATG
3!
Sitio de restriccion Pstl es el que esta
marcado con rojo
MTF-NcolR |9 22 59 65
AACTCGAGGTAAGACCGCTTTCGCAGCGCA
3
Sitio de restriccion Xhol es el que esta
marcado con rojo
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9.5 Condiciones de crecimiento
Escherichia coli DH5a

Se creci6é en medio LB con alguno de los antibidticos de seleccién dependiendo de
la construccion: ampicilina (50 ug/ml) o gentamicina (15 pg/ml). ). En el caso de
placas de LB se les anexd 1.5% de agar bacteriolégico. En ambos casos, se
incubaron durante 24 horas a 37 °C en agitacion cuando correspondio a cultivos en
liquido.

Medio LB con 1.5% de agar bacterioldgico. Placas LB con antibiético de seleccion,
se incubo 24 horas a 37 °C.

A. brasilense Sp245

El medio minimo con malato se utilizé para el crecimiento de cepas de A. brasilense.
Es un medio minimo de mantenimiento. Las cepas se crecieron en medio liquido K-
malato en presencia del antibidtico de seleccién kanamicina (50 pg/ml) para la cepa
mutante o gentamicina (50 pg/ml) para la complementada. Para contraseleccionar
se afadio tetraciclina (15 pg/ml), se incubo durante 48 horas a 30 °C en agitacion.

En el caso de la seleccidn de cepas transconjugantes, éstas se crecieron en medio
minimo con lactato como Unica fuente de carbono. En el caso de las placas, se le
anexo al medio 1.5% de agar bacteriolégico en presencia del antibiético de
seleccidén o contraseleccion correspondiente, se incubd durante 48 horas a 30 °C
en camara humeda.

El medio Rojo Congo permitio el crecimiento y diferenciaciéon de Azospirillum spp.
de otras bacterias del suelo debido a la presencia del colorante rojo Congo, el cual
es absorbido por las células produciendo colonias de color rojo escarlata. Es un
medio util para analizar la pureza del cultivo y descartar contaminacién con E. coli
después de un proceso de conjugacion. Las placas de Rojo Congo contenian 1.5%
de agar bacteriolégico con el antibiético de seleccibn o contraseleccion, se
incubaron durante 48 horas a 30 °C en camara humeda.

9.6 Construccion de pGEM-FA y pGEM-FB.

Se disefaron oligonucledtidos con sitios de restriccion Xhol y Kpnl para amplificar
el fragmento A (947 pb) que codifica para una adenil succinato liasa ubicado rio
arriba del gen cdgF. Para el fragmento B (1047 pb) rio abajo se disefiaron
oligonucledtidos con sitios de restriccion Spel y Sacl, este codifica para una proteina
de funcién desconocida.

A partir de DNA genomico de A. brasilense Sp245 se amplificaron ambos
fragmentos por PCR (ver condiciones en tabla anexo 1 y tabla anexo 2) y se
clonaron en el vector de almacenamiento pGEM-T-Easy (Figura 6), siguiendo el
protocolo del proveedor (PROMEGA). El producto de clonacion se transformé en E.
coli DH5q, las clonas seleccionadas se verificaron y comprobaron por PCR y

31



restriccion (AB40391FA y AB40391RA para el fragmento A; AB40391FB vy
AB40391RB para el fragmento B).

Created with Gene™
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Figura 6. Vector pGEM-T-Easy. Este vector permite la clonacion de productos de PCR, por el uso
de la Tag DNA polimerasa Platinum™ . El vector cuenta con un gen de resistencia a ampicilina.

9.7 Construccion del vector suicida pJMS-FAB

El vector pPGEM-FA se digirié con enzimas de restriccion Xhol y Kpnl, que liberan el
fragmento A, el cual fue subclonado en el vector pJMS-Km (Figura 7), digerido con
las mismas enzimas, posteriormente se ligé con la enzima T4 DNA ligasa. Una vez
obtenido el vector se transformo en E. coli DH5q, se seleccioné y se comprobo por
PCR (iniciadores AB40391FA y AB40391FA) y restriccion. Una vez comprobado
este vector se denominé “pJMS-FA”.
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Figura 7. Vector pJMS-Km . Vector suicida, empleado para la generacién del plasmido mutagénico
del gen cdgF.

Se liberd el fragmento B al digerir pGEM-FB con las enzimas de restriccion Sacl y
Spel, y se cloné en el vector pJMS-FA ya digerido con las mismas enzimas, se ligd
y se transformo en E. coli DH5q, se selecciond y se comprobd que esta construccion
tuviera ambos fragmentos A y B, por PCR (iniciadores AB40391FA y AB40391RB)
y restriccion. Ademas se corroboré por secuenciacion del fragmento A utilizando los
iniciadores AB40391FA y AB40391RA y del fragmento B usando los iniciadores
AB40391FB y AB40391RB, ambos a partir del vector suicida pJMS-FAB40391.

9.8 Obtencidon y comprobacion de la mutante AcdgF

Una vez obtenido el vector pJMS-FAB se transformé en la cepa donadora E. coli
S17.1, se seleccionaron las clonas adecuadas y se comprobaron por PCR
(iniciadores AB40391FA y AB40391RB), esta cepa fue la que se utilizé para realizar
la conjugacion biparental bacteriana junto con A. brasilense Sp245 (cepa receptora)
generando la cepa mutante A. brasilense 40391. Esta cepa se selecciond con
kanamicina y se contraselecciond con tetraciclina, se comprobd por PCR
(iniciadores AB40391FA y AB40391RB).
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9.9 Construccién del plasmido integrativo pAZBR-Gm

Se amplifico por PCR el casete de resistencia a gentamicina a partir del vector
pBBR1MCS-5 (Ver condiciones en tabla anexo 3), se cloné en el vector pGEM-T-
Easy, se transformé en E. coli DH5a y las clonas se seleccionaron con antibioticos
de gentamicina y ampicilina, se comprobaron mediante PCR punto final (iniciadores
GmFXhol y GmRSpel), a este vector se le llamo pGEM-Gm.

Para amplificar el gen cdgF con su propia regidbn promotora, se disefiaron
oligonucledtidos con sitios de restriccion Xhol y EcoRI (ver condiciones en tabla
anexo 4). El fragmento amplificado se cloné en el vector de almacenamiento pGEM-
T-Easy, se transformé y las clonas seleccionadas se comprobaron por PCR (c-
AB40391F y c-AB40391R) y restriccion, el vector obtenido se llamo6 pGEM-cdgF.

Para la construccién del plasmido integrativo se digirido el vector pGEM-Gm y
pAZBR-T7-mCherry (Figura 8) con las enzimas de restriccion Xhol y Spel y se
ligaron el casete de gentamicina y el esqueleto del otro vector para obtener pAZBR-
Gm. Se transformé en E. coli DH5a, las clonas seleccionadas se comprobaron por
PCR y restriccion.
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Xhol

Figura 8. Vector pAZBR-T7-mCherry. Es un vector suicida, empleado para complementacion en
cis de la mutante (Marcos, 2016).
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El vector pAZBR-Gm se digiri6 con enzimas Xhol y EcoRI para clonar el fragmento
cdgF, el cual fue liberado del vector pGEM-cdgF con las mismas enzimas, ambos
fragmentos se ligaron, el producto de la ligacion se transformé en E. coli DH5a y se
comprobd por PCR vy restriccidn. A este vector se le denomino pAZBR-cdgF.

El vector pAZBR-Gm se transformé en la cepa donadora E. coli S17.1, las cepas
seleccionadas se comprobaron por PCR. E. coli S17.1 con el vector pAZBR-Gm
(cepa donadora) se uso para la conjugacion biparental junto con A. brasilense 40391
(cepa receptora) para generar la cepa A. brasilense 40392. Para la obtencion de la
cepa complementada se transformo el vector pAZBR-cdgF en E. coli S17.1 (cepa
donadora) y se conjugd con A. brasilense 40391 (cepa receptora) para generar la
cepa complementada (A. brasilense 403913). Las cepas se seleccionaron con
gentamicina y se contraseleccionaron con tetraciclina y se comprobaron por PCR
punto final (iniciadores MP-PstIF y MTF-NcolR).
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10. RESULTADOS BIOINFORMATICOS
10.1 ANALISIS BIOINFORMATICOS

Se dio a la tarea de conocer el contexto genético del gen cdgF analizando la base
de datos (GeneBank). Ademas, se utilizo el programa SmartProtein para generar un
diagrama de los dominios de la proteina CdgF. El gen cdgF se encuentra codificado
en el cromosoma de A. brasilense Sp245, anotado en el GeneBank con el nUmero
de acceso ccc97222.1 (URL:https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=13107709).
Su contexto genético estd compuesto rio arriba por un gen que codifica para una
adenilsuccinato liasa y un gen de funcidon desconocida, mientras rio abajo se
localizan un gen de funcion desconocida y un gen que codifica para una proteina de
reparacion de DNA. El gen cdgF tiene un tamafio de 3243 pb (Figura 9A) y codifica
para una proteina multidominio de 1080 amino&cidos con un peso molecular
aproximado de 121.254 KDa, con probables funciones de diguanilato ciclasa y
fosfodieterasa dado que contiene un dominio catalitico GGDEF y un dominio
catalitico EAL, dos dominios de sefializacion CACHE, dos regiones
transmembranales, y dos dominios de sefializacién PAS (Figura 9B). En la tabla 5
se muestra la longitud de los residuos aminoacidicos que conforman a cada
dominio.

A)
cdgF :
1296pb  3243pb 780 pb
Funcidn desconocida  Adenil-succinatoliassa DGC-PDE  Funcién desconocida  Proteina de reparacién de DNA
B) 3

CdgF Cache Cache| | | PAS/ | PAS | < GGDEF 4\&\[. -
Aminotermir%al--. N a/' - Carboxilo terminal

Figura 9. A) Diagrama del contexto genético del gen cdgF. B) Diagrama de la proteina CdgF
mostrando sus dominios.
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Tabla 5. Residuos de aminoacidos de los dominios de CdgF.

Dominio Residuos de
aminoacidos
Péptido sefial 1-30
Primer dominio transmembranal 32-46
Primer dominio CACHE 86 — 180
Segundo dominio CACHE 226-239
Segundo dominio transmembranal 382 —400
Primer dominio PAS 414 -515
Segundo dominio PAS 523 — 637
Dominio GGDEF 637 - 809
Dominio EAL 819 — 1064
10.1.1. Modelado por homologia de la proteina CdgF.

Para confirmar la presencia de los dominios y predecir su probable funcién de DGC
y/o PDE, nos dimos a la tarea de generar modelos estructurales tridimensionales
por homologia de la proteina de cada uno de los dominios que conforman a CdgF.
Estos modelos permitieron inferir la estructura terciaria de los dominios sensores
(CACHE y PAS) como un primer acercamiento, para conocer a los probables
ligandos que pueden unir o detectar.

Para conocer la estructura terciaria de cada uno de los dominios que forman parte
de la proteina CdgF, se utilizaron los programas: I-Tasser y Swiss-Model. Se predijo
dicha estructura por homologia usando estructuras cristalograficas reportadas a la
fecha de este tipo de dominios, tomando en consideracion el porcentaje de identidad
(> 20%), C-score (~-2.0), TM-score (~ 0.5-1.0 ) y RSMD (< 3.5 A).

10.1.2. Modelado de los dominios CACHE de la proteina CdgF.

El dominio CACHE de CdgF de A. brasilense sp245 es de tipo dCACHE_2
(Upadhyay, et al.,, 2016). Para predecir la estructura tridimensional que estos
dominios conforman, se sometieron a modelado por homologia ambos dominios
CACHE en conjunto. Ambos programas nos arrojaron al dominio dCACHE_2 de la
proteina 6MNI con scores dentro de los parametros confiables. Tal dominio forma
parte de una proteina aceptora de grupos metilo (MCP, por sus siglas en inglés
Methyl Accepting Protein) recientemente cristalizada de Pseudomonas syringae, el
cristal fue obtenido por cristalografia de rayos X, con una resolucion de 1.69 Ay
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depositada en la base de datos Protein Data Bank (PDB) con el nombre de 6MNI
(URL:https://www.rcsb.org/structure/6MNI). La plataforma I[-Tasser arrojo los
siguientes valores: C-score de -1.34, TM-score (0.704) y RMSD (2.94 A). De
acuerdo con estos valores este modelo podria ser confiable (figura 10).
Adicionalmente, el programa Molprobity (URL:http://molprobity.biochem.duke.edu/)
indico que 67.80 % de todos los aminoacidos se encuentran en regiones favorables,
y el 86.60% de todos los residuos se encuentran en regiones permitidas, grafico de
Ramachandran. Estos datos proponen que la estructura terciaria del domino
dCACHE_2 esta conservada, no obstante, el porcentaje de identidad (Idem) es baja
en la secuencia de aminoéacidos (17.03 %).
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Pseudomonas syringae

Figura 10. Modelo dCACHE_2 de la proteina CdgF. A. Alineamiento del dominio CACHE de CdgF
de A. brasilense con CACHE de 6MNI de P. syringae. B. Dominio CACHE de CdgF de A. brasilense.
C. Dominio CACHE de 6MNI de P. syringae. Las representaciones tridimensionales de estos
modelos se realizaron en Chimera. D. Grafico de Ramachandran del dominio dCACHE_2 de DgcF.

En la figura 11 se observan las estructuras secundarias que conforman a los
dominios dCACHE_1 de TIpC de Helicobacter pylori y al dominio dCache_2 de
CdgF de A. brasilense, en donde las caracteristicas importantes son la presencia
de una alfa-hélice larga N-terminal, un CACHE distal constituido por 2 alfa hélices y
6 hojas beta-plegadas, un dominio CACHE proximal formado por 4 alfa hélices y 5
beta-plegadas, cabe mencionar que la estructura de los doble CACHE pueden tener
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diferencias en la cantidad de alfa hélices y hojas beta, lo cual hace que se distingan
entre los diferentes tipos de dominios CACHE.

La proteina TIpC de H. pylori contiene un dominio extracitoplasmatico de doble
CACHE de union a ligando que puede detectar lactato para favorecer la quimiotaxis.
La estructura secundaria de este dominio muestra caracteristicas estructurales
secundarias importantes para poder definir a un dominio dCACHE_1, el cual consta
de una alfa-hélice larga N-terminal, un CACHE distal constituido por dos alfa-hélices
y 6 hojas beta-plegada, un CACHE proximal constituido por cuatro alfa-hélices y 5
hojas betas plegadas (Ver figura 11).
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A) dCACHE_2 de TIpC
i distal

proximal

B) dCACHE_2 de CdgF

f ) Reglién distal
4--‘\..

Gran alfa hélice

I Regién proximal

Figura 11. A. Estructura secundaria del dominio dCACHE_1 de la proteina TIpC. B. Estructura

terciaria del dominio dCACHE_2 de la proteina CdgF.

Cabe mencionar que los ligandos mostrados en la figura 12 corresponden a los
proporcionados por el programa COFACTOR, en donde se muestran aquellos
ligandos que probablemente podrian interactuar con el dominio dCACHE_2 de
CdgF de A. brasilense Sp245, siendo el de mejor score el de Urea. Al realizar
alineamientos del dominio dCACHE_2 de CdgF con el dominio dCACHE_1 de TIpC,
se observa que los aminoacidos de dCACHE_2 con los que esta interactuando con
los ligandos no estan conservados en el dominio dCACHE_1. Debido a que ambos
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dominios tanto dCACHE_2 como dCACHE_1 son distintos en estructura y
secuencia de aminoécidos, los ligandos que podrian detectar son distintos, asi como
los aminoéacidos involucrados en la deteccion. Existe informacion disponible de
ligandos detectados por dominios dCACHE_1, sin embargo hay poca informacion
sobre los dominios dCACHE_2 (Upadhyay, et al., 2016).

Urea 1,2,4 trimetilbenceno N-acetilglucosamina a-D-Manosa Magnesio
93,104,106,126,130 204,205,206,217,228,233, 162,163,164,173,174 38,144 31,274,275
;145,147,159 258,271,284,285,286 C-score 0.03 C-score 0.03 C-score 0.03
C-score 0.34 C-score 0.07

Figura 12. Posibles ligandos del dominio dCACHE_2 de la proteina CdgF. En morado se observa el
nombre del ligando, el nUmero en negro indica la posicion de los aminoacidos involucrados en la
interaccion ligando-proteina, en rojo se muestra el C-score de cada ligando. Datos obtenidos del
programa COFACTOR. Las representaciones tridimensionales de estos modelos se realizaron en
Chimera.

De acuerdo con estos datos, se podria especular que cualquiera de estos ligandos
(Urea, Trimetilbenceno, N-acetilglucosamina, D-Manosa y Magnesio) pudieran ser
detectados por el dominio dCACHE_2 de CdgF para promover la activacién de los
dominios de DGC o PDE.

10.1.3. Modelado de los dominios PAS.

Para conocer la estructura tridimensional que estos dominios conforman, se
sometieron a modelado por homologia ambos dominios PAS en conjunto. En la
figura 13 se muestra la estructura terciaria de los dos dominios PAS de la proteina
CdgF obtenida de la plataforma de I-Tasser, el modelo mostré los siguientes
valores: C-score (1.06), TM-score (0.851) y RMSD (1.23 A). De acuerdo a este
programa, el modelo obtenido es muy similar al dominio PAS-PAS de 3EWK
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(https://www.rcsb.org/structure/3ewk) un dominio sensor redox presente en
Methylococcus capsulatus. El grafico de Ramachandran obtenido del programa
Molprobity indica que 78.30% de todos los aminoacidos de estos dominios se
encuentran en regiones favorables, y el 89.40% de todos los aminoacidos se
encuentran en regiones permitidas. Adicionalmente, al realizar un alineamiento de
la region PAS-PAS de CdgF de A. brasilense sp245 y de 3EWK de Methylococcus
capsulatus se observa una identidad de secuencia de aminoacidos de 33.01 %.

A /\<3

“a

A =P
w \ * Alineamiento
/)

* Tm- Score: 0.851 180
_ *RMSD: 1.23A

Psi

b Hitys
« Dominio PAS-PASde DgcF ~  Dominio PAS-PASde 3DWK
(Domlnlo sensor redox) v

?Z % \ j

1“
‘/ﬁh 7 ”
\\" )7 Methylococcus capsulatus.

£

?

v

Figura 13. Modelo de los dominios PAS-PAS de la proteina CdgF. A. Alineamiento del dominio
PAS-PAS de CdgF de A. brasilense con PAS-PAS de 3DWK de P. syringae.. B. Dominio PAS-PAS
de CdgF de A. brasilense. C. Dominio PAS-PAS de 3DWK de P. syringae. Las representaciones
tridimensionales de estos modelos se realizaron en Chimera. D. Grafico de Ramachandran del
dominio PAS-PAS de DgcF.

Para conocer los posibles ligandos con los que interactdan los dominios PAS de
CdgF se sometieron a andlisis en el programa COFACTOR. En la figura 14 se
observan los posibles ligandos proporcionados en el analisis anterior con los que
pueden interactuar los dominios PAS, siendo el mejor el Flavin MonoNucledétido.
Con base en los estudios realizados por Salazar en 2017, se confirmé que el FAD
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puede incrementar hasta tres veces la actividad de fosfodiesterasa al realizar
ensayos enzimaticos de fosfodiesterasa.

Pirofosfato

FMN L-Xilosa
24,26,27,41 42 30,37,38,56
137,139,143,167,168,1 C-score 0.02 C-score 0.01

69,171,172,181,184,18
5,188,198,200,210,212
,214,226,227,228,230
C-score 0.48

Figura 14. Ligandos de los dominios PAS de la proteina CdgF. En morado se observa el nombre
del ligando, el numero en negro indica la posicion de los aminoacidos involucrados en la interaccion
ligando-proteina, en rojo se muestra el C-score de cada ligando. Datos obtenidos del programa
COFACTOR. Las representaciones tridimensionales de estos modelos se realizaron en Chimera.

10.1.4. Modelado de los dominios DGC y PDE

Para conocer la estructura tridimensional que estos dominios conforman, se
sometieron a modelado por homologia ambos dominios DGC-PDE en conjunto. En
la figura 15 se muestra el mejor modelo otorgado para ambos dominios DGC-PDE,
en donde éste es muy parecido al dominio DGC-PDE de 5M3C
(https://www.rcsb.org/structure/SM3C) de P. aeruginosa. EIl C-score fue de 0.04,
TM-score de 0.850 y RMSD de 2.49 A, indicando que el modelo podria ser confiable.
El grafico de Ramachandran indicé que el 87.10% de todos los aminoacidos se
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encontraron en regiones favorables en la conformacion geométrica y el 95.20% se
encontraron en regiones permitidas. Al realizar un alineamiento entre la region DGC-
PDE de CdgF y de 5M3C de P. aeruginosa se obtiene un porcentaje de identidad
en secuencia de aminoacidos de 45.60 %.

B * bominio DGC-PDE de DgcF
.

Alineamiento

* C-score: 0.04 ¢ ;
* Tm- Score: 0.850 : /<

* RMSD: 2.59 A « Dominio DGC-PDE de 5M3C

Pseudomonas aeruginosa

D,,, Gréfico de Ramachandran

O3S Ser

© 318 Glu
» 317 Asp

O 30 Asp

O BAvAyg

-180 0 Phi 180

Figura 15. Modelado por homologia de los dominios DGC-PDE de la proteina CdgF. A.
Alineamiento del dominio DGC-PDE de CdgF de A. brasilense con DGC-PDE de 5M3C de P.
aeruginosa. B. Dominio DGC-PDE de CdgF de A. brasilense. C. Dominio DGC-PDE de 5M3C de P.
aeruginosa. Las representaciones tridimensionales de estos modelos se realizaron en Chimera. D.
Gréfico de Ramachandran del dominio DGC-PDE de CdgF.
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Para conocer los posibles ligandos con los que interactian los dominios DGC-PDE
de CdgF, se sometieron a analisis en el programa COFACTOR. En la figura 16 se
muestran los posibles ligandos con los que podrian estar interactuando los dominios
DGC-PDE, siendo el mejor el di-GMP-c.

Di-GMP-c Calcio
205,219,221,222,223, 219,277,309,339
234,238,254,277,282, C-score 0.20
339,340,363

C-score 0.40

Magnesio Trans-4-hidroximetil-ciclohexanol
50,51,93,163 207,216,217,218,273,307,309,337,358,394,414
C"Score 0.05 C_Score 0_05

Figura 16. Ligandos de los dominios DGC-PDE de la proteina CdgF. En morado se observa el
nombre del ligando, el nUmero en negro indica la posicion de los aminoacidos involucrados en la
interaccion ligando-proteina, en rojo se muestra el C-score de cada ligando. Datos obtenidos del
programa COFACTOR. Las representaciones tridimensionales de estos modelos se realizaron en
Chimera.

Con los datos obtenidos por los analisis bioinformaticos realizados se propone el
modelo tridimensional descrito en figura 17, donde se observar a la proteina CdgF
anclada a la membrana citoplasmatica. Debido a que aln no esta reportado un
cristal que contenga todos los dominios presentes en CdgF, se realiz6 un modelado
por homologia en tres secciones (dominios CACHE, dominios PAS y dominios DGC-
PDE) para generar el modelo de la figura 17.
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Figura 17. Modelo propuesto de la proteina CdgF mediante Chimera e I|-Tasser. Las
representaciones tridimensionales de estos modelos se realizaron en Chimera.

Con estos estudios bioinformaticos es interesante especular como podrian activarse
los dominios de sefializacion para que a su vez activarian a los dominios de DGC
o PDE y pueda observarse las actividades de DGC o PDE. Por lo que nos parecio
relevante realizar una estrategia metodoldgica adicional que nos permitiera evaluar
el efecto del gen en A. brasilense Sp245, en la fisiologia de la bacteria.
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11. RESULTADOS EXPERIMENTALES
11.1. Obtencion del plasmido mutagénico pJMS-FAB40391

Para obtener la cepa mutante se siguid la estrategia de reemplazo alélico. Se
amplificaron dos fragmentos de las regiones aledafias al gen cdgF, estos
fragmentos fueron denominados A y B, posteriormente se clonaron en un vector de
almacenamiento (pGEM-T-Easy) y finalmente se subclonaron en el vector suicida
(pIMS-Km) para obtener el plasmido mutagénico pJMS-FAB0391.

11.2. Amplificacién de los fragmentos Ay B.

Se realizé la amplificacion de los dos fragmentos flanqueantes al gen cdgF. El
tamafo del fragmento A fue de 947 pb y el del fragmento B fue de 1047 pb (Figura
18).

A) Fragmenta A B) Fragmento B

110000 pb 10000 pb. -
6000 pb 6000 pby-+

000 3000 pb
- :
..

M—

- 1000 pb x-» e
ol

!

| —

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % de los productos de PCR de los
fragmentos amplificados A y B. A: Fragmento A. Carril 1: producto de PCR de 947 pb marcado
con flecha azul. Carril 2: Control negativo. Carril 3: Marcador de Peso Molecular de 1 Kb. B:
Fragmento B. Carril 1: MPM de 1 Kb. Carril 2: Producto de PCR de 1047 pb marcado con flecha azul.
Carril 3: Control negativo.
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11.3. Clonacién de los fragmentos Ay B de las regiones aledafias al gen
cdgF en el vector de almacenamiento

El fragmento A y el fragmento B se clonaron cada uno por separado en el vector de
almacenamiento pGEM-T-Easy. Una vez clonado el fragmento A se seleccioné la
clona 4 de E. coli DH5a pGEM-FA, la cual se comprobd por PCR (iniciadores
AB40391FA y AB40391RA) y restriccion con enzimas de restriccion Xhol y Kpnl
(Figura 19).

A) Construccidn B) PCR C) Digestidn

-I'-‘ X

b

- 10000
=t

- 300098

PUEM-T ALO39)

M) e 4 V.IA g 4 SVl “1*

Figura 19. Construccion pGEM-FA40391. A) Mapa de pGEM-FA40391. B) Electroforesis en gel
de agarosa al 0.8 % de productos de PCR. Carril 1: producto de PCR de 947 pb marcado con flecha
azul. Carril 2: Control negativo. Carril 3: Marcador de Peso Molecular de 1 Kb. C) Electroforesis en
gel de agarosa al 0.8 % de productos de restriccion con enzimas Xhol y Kpnl. Carril 1: DNA de la
construccion pGEM-FA40391 sin digerir. Carril 2 y 3: DNA de la construccién pGEM-FA40391
digerido con Xhol y Kpnl (se observan dos productos de restriccion: 3031 pb y 932 pb marcados con
flecha azul). Carril 4. Marcador de Peso Molecular de 1 Kb.

Para el fragmento B, la clona 4 de E. coli DH5a pGEM-FB40391 fue seleccionada y
comprobada por PCR (iniciadores AB40391FB y AB40391RB) y por restriccion
(Figura 20).
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Figura 20. Construccion pGEM-FB40391. A) Mapa de pGEM-FB40391. B) Electroforesis en gel
de agarosa al 0.8 % de productos de PCR. Carril 1: producto de PCR de 1047 pb marcado con flecha
azul. Carril 2: Control negativo. Carril 3: Marcador de Peso Molecular de 1 Kb. C) Electroforesis en
gel de agarosa al 0.8 % de productos de restriccion con enzimas Sacl y Spel. Carril 1. Marcador de
peso molecular de 1 Kb. Carril 2 y 3: DNA de la construccion pGEM-FB40391 digerido con Sacl y
Spel (se observan dos productos de restriccion de 2997 pb y 1066 pb marcados con flecha azul).

11.4. Subclonacion de los fragmentos Ay B en el vector pJMS-Km.

Posteriormente se subclonaron del fragmento A liberado de pGEM-FA en el vector
suicida pJMS-Km. Se seleccion6 la clona 14 de E. coli DH5a pJMS-FA y se
comprobo por PCR y restriccion (Figura 21).
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A) Construccidn B) PCR C) Digestidn

Figura 21. Construccion pJMS-FA40391. A) Mapa de pJMS-FA40391. B) Electroforesis en gel de
agarosa al 0.8 % de productos de PCR. Carril 1: producto de PCR de 1640 pb marcado con flecha
azul (iniciadores AB40391FA y Km R-R). Carril 2: Control negativo. Carril 3: Marcador de Peso
Molecular de 1 Kb. C) Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % de productos de restriccién con
enzimas Xhol y Kpnl. Carril 1: DNA de la construccion pJMS-FA40391 digerido con Xhol y Kpnl (se
observan dos productos de restriccién de 9401 y 932 pb marcados con flecha azul) Carril 2. Marcador
de Peso Molecular de 1 Kb.

Una vez comprobado el vector pJMS-FA, se le subclon6 el fragmento B. Se
selecciono la clona 5 de E. coli DH5a pJMS-FAB y se comprobé por PCR, digestion
(Figura 22) y secuenciacién de ambos fragmentos.
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Figura 22. Construccion pJMS-FAB40391. A) Mapa de la construccion pJMS-FAB40391. B)
Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % de productos de PCR. Carril 1: producto de PCR de 1358
pb marcado con flecha azul (iniciadores KmF y AB40391RB). Carril 2: producto de PCR de 1640 pb
marcado con flecha azul (iniciadores AB40391FA y Km R-R). Carril 3: Marcador de Peso Molecular
de 1 Kb. C) Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % de productos de PCR. Carril 1: Marcador de
Peso Molecular de 1 Kb. Carril 2: Control negativo. Carril 3: producto de PCR de 3435 pb marcado
con flecha azul (iniciadores AB40391FA y AB40391RB). D) Electroforesis en gel de agarosa al 0.8
% de productos de restriccion. Carril 1: DNA de la construccién pJMS-FA40391 sin digerir. Carril 2:
DNA de la construccion pJMS-FAB40391 sin digerir. Carril 3: Marcador de Peso Molecular de 1 Kb.
Carril 4. DNA de la construccion pJMS-FA40391 digerido con Pstl (productos de restriccion de 7878
pb y 2755 pb marcados con flecha azul). Carril 5. DNA de la construccién pJMS-FAB40391 digerido
con Pstl (productos de restriccion de 7058 pb, 2755 pb y 1552 pb marcados con flecha azul).

Para confirmar que en el vector pJMS-FAB40391 si tiene las regiones homologas a
las regiones aledafias al gen cdgF se realizaron los alineamientos de nucleétidos
con el programa BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). De la secuencia
obtenida experimentalmente, de la secuenciacion del fragmento A, se obtuvo
identidad del 99.76% con la region aledafia al gen cdgF (Fragmento A) del
cromosoma de A. brasilense sp245, se confirma la secuencia esperada del
fragmento A, asi como el fragmento B, obteniendo una identidad del 99.90% con la
otra region aledafa al gen cdgF (Fragmento B) del cromosoma de A. brasilense.
Figuras A2 y A3 del anexo.
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11.5. Obtencion de la mutante AcdgF

11.5.1. Transformacion del plasmido mutagénico en la cepa donadora
E. coli S17.1.

La construccion pJMS-FAB se incorporé en células quimiocompetentes de
Escherichia coli S17.1 por transformacion, se seleccion6 la clona 1, esta se
comprobd por PCR (iniciadores AB40391FA y AB40391RB) (Figura 23).

ETEzTEC

Figura 23. Construcciéon pJMS-FAB40391 en E. coli S17.1. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8
% de productos de PCR. Carril 1: producto de PCR d 3495 pb marcado con flecha azul (iniciadores
AB40391FA y AB40391RB). Carril 2: Control negativo. Carril 3: Marcador de Peso Molecular de 1
Kb.

11.5.2. Conjugacion biparental entre A. brasilense Sp245y E. coli S17.1

Se realiz6 una conjugacion biparental, las transconjugantes obtenidas se
seleccionaron en medio K-lactato con antibiético Kanamicina (50 pg/ ml). Se
analizaron dos transconjugantes 37 y 42, se corroboraron por PCR (iniciadores
AB40391FA y AB40391RB) (Figura 24).

53



B) Comprabacidn por PCR
[ . T o -

SEip 10000 pb
1 6000 pb
"w 3000 pb
348 USSp
1000 pb

Figura 24. Comprobacién de la cepa mutante AcdgF A. brasilense 40391. Electroforesis en gel
de agarosa al 0.8 % de productos de PCR usando iniciadores AB40391FA y AB40391RB. Carril 1:
producto de PCR de 3495 pb (marcado con flecha azul) del DNA plasmidico de E. coli s17.1 pJMS-
FAB40391. Carril 2: producto de PCR de 5161 pb (marcado con flecha azul) de DNA gendmico de
A. brasilense Sp245. Carril 3: producto de PCR de 3495 pb (marcado con flecha azul) de DNA
genomico de A. brasilense 40391 clona 37. Carril 4; Control negativo. Carril 5: Marcador de peso
molecular de 1 Kb.

11.6. Obtenciodn del plasmido integrativo pAZBR-cdgF

11.6.1. Amplificacién del gen cdgF con su propiaregion promotoray
del casete de gentamicina.

Para obtener la cepa complementada se sigui6 la estrategia de reemplazo alélico
en un locus neutro, con objetivo de contar con una copia del gen silvestre con el
promotor nativo. Se amplifico el gen cdgF y la regién promotora, y se subclon6 en
un vector suicida pAZBR-Gm, seleccionaron con el antibiético de gentamicina.

El vector pAZBR-T7-mCherry fue modificado para la seleccion de la cepa mutante
ya que es resistente a la kanamicina, por lo que opté por sustituir el casete de
kanamicina por uno de gentamicina. Posteriormente se subcloné el gen a integrar
cdgF con su propia regiéon promotora, obteniendo el plasmido integrativo pAZBR-
cdgF.

Del vector pBBR1MCS-5 se amplifico el casete de gentamicina (figura 25).
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Figura 25. Region a amplificar del casete de gentamicina de pBBR1MCS-5. A) Para la
amplificacion del casete de gentamicina, se utilizaron los iniciadores GmFXhol y GmRSpel. B)
Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % del producto de PCR del fragmento amplificado. Carril 1:
producto de PCR de 912 pb marcado con flecha azul. Carril 2: Control negativo. Carril 3: Marcador
de Peso Molecular de 1 Kb.

Se realiz6 la amplificacion del gen cdgF con su region promotora (figura 26).
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Figura 26. Amplificacién del gen cdgF con su regidon promotora. A) Para la amplificacion del gen
cdgF con su propia regién promotora, se utilizaron los iniciadores c-AB40391F y c-AB40391R. B)
Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % del producto de PCR del fragmento amplificado. Carril 1:
producto de PCR de 3577 pb marcado con flecha azul. Carril 2: Control negativo. Carril 3: Marcador
de Peso Molecular de 1 Kb.

El gen cdgF se cloné en el vector de almacenamiento pGEM-T-easy, se transformé
en E. coli DH5q, se selecciond con ampicilina'y se comprob6 por PCR y restriccion
(Figura 27).
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Figura 27. Construccion del plasmido pGEM-cdgF. A) Mapa de pGEM-cdgF. B) Electroforesis en
gel de agarosa al 0.8 % de productos de PCR con iniciadores c-AB40391F y c-AB40391R. Carril 1:
Control negativo. Carril 2: Marcador de peso molecular de 1 Kb. Carril 3: producto de PCR de 3577
pb marcado con flecha azul. C) Corrimiento electroforético en gel de agarosa al 0.8 % de productos
de restricciéon con enzimas Xhol y Kpnl. Carril 1: Marcador de Peso Molecular de 1 Kb. Carril 2: DNA
de la construccion pGEM-cdgF digerido con Xhol y EcoRlI (productos de PCR de 3566 y 2997 pb
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marcados con flecha azul) Carril 3: DNA de la construccién pGEM-cdgF sin digerir.

Una vez obtenida la construccion pGEM-Gm, se transform6 en E. coli DH5a y se
seleccion6 con gentamicina y ampicilina, se comprobé por PCR y restriccion (Figura

28).
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Figura 28. Construccion del pldasmido pGEM-Gm. A) Mapa de pGEM-Gm. B) Electroforesis en
gel de agarosa al 0.8 % de productos de PCR. Carril 1: producto de PCR de 912 pb marcado con
flecha azul. Carril 2: Control negativo. Carril 3: Marcador de peso molecular de 1 Kb. C) Electroforesis
en gel de agarosa al 0.8 % de productos de restriccidbn con enzima Pstl. Carril 1: DNA de la
construccion pGEM-Gm sin digerir. Carril. Carril 2: DNA de la construccion pGEM-Gm digerido con
Pstl (productos de restriccién de 2564 y 1349 pb marcados con flecha azul) Carril 3: Marcador de
Peso Molecular de 1 Kb. D) Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % de productos de restriccion
con enzima Xhol y Spel. Carril 1: DNA de la construccion pGEM-Gm sin digerir. Carril 2: DNA de la
construccion pGEM-Gm digerido con Xhol y Spel (productos de restricciéon de 3001 y 900 pb
marcados con flecha azul) Carril 3: Marcador de Peso Molecular de 1 Kb.

11.6.2. Construccion del vector pAZBR-T7-Gm.

Se cambio6 el antibidtico de seleccion para ello se ligo el esqueleto del vector
pPAZBR-T7 con el casete de gentamicina, esta construccion se transformo en E. coli
DH5a, se selecciond con gentamicina y ampicilina, se comprobd por PCR y
restriccion (Figura 29), esta construcciéon se llamé pAZBR-Gm.
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Figura 29. Construccidn del plasmido pAZBR-Gm. A) Mapa de pAZBR-Gm. B) Electroforesis en
gel de agarosa al 0.8 % de productos de PCR | usando iniciadores GmFXhol y MTF-NcolR. Carril 1:
Marcador de Peso Molecular de 1 Kb. Carril 2: Producto de PCR de 1824 pb marcado con flecha
azul. Carril 3: Control negativo. C) Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % de productos de PCR |l
usando iniciadores CMP-PstlF y MTF-NcolR. Carril 1: Marcador de Peso Molecular de 1 Kb. Carril
2: Producto de PCR de 2705 pb marcado con flecha azul. D) Electroforesis en gel de agarosa al 0.8
% de productos de restriccién con enzimas Pstl o EcoRV. Carril 1: DNA de la construccion pAZBR-
Gm sin digerir. Carril 2. Marcador de Peso Molecular de 1 Kb. Carril 3. DNA de la construccion
pAZBR-Gm digerido con Pstl (producto de restriccién de 9036 pb marcado con flecha azul) Carril 4.
DNA de la construccién pAZBR-Gm digerido con EcoRV (productos de restriccion de 5092 pb y 3944
pb marcados con flecha azul).

Posteriormente se subclond el gen cdgF en el vector pAZBR-Gm, se selecciond con
los mismos antibidticos y se comprobo por PCR y restriccidn, la cepa confirmada se
denomind pAZBR-cdgF. Este es el pldsmido integrativo, el cual nos va a permitir
restaurar el gen cdgF en el cromosoma de Azospirillum brasilense 40391. (Ver
Figura 30).
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Figura 30. Construccién del plasmido pAZBR-cdgF. A) Mapa de pAZBR-cdgF. B) Electroforesis
en gel de agarosa al 0.8 % de productos de PCR | usando iniciadores c-AB40391F y c-AB40391R.
Carril 1: Marcador de Peso Molecular de 1 Kb. Carril 2: Producto de PCR de 3577 pb marcado con
flecha azul. Carril 3: Control negativo. C) Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % de productos de
PCR Il usando iniciadores CMP-PstIF y MTF-NcolR. Carril 1: Producto de PCR de 6244 pb marcado
con flecha azul. Carril 2: Control negativo. Carril 3: Marcador de Peso Molecular de 1 Kb. D)
Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % de productos de restriccion con enzima Hindlll. Carril 1:
DNA de la construccion pAZBR-cdgF sin digerir. Carril 2 y 3. DNA de la construccion pAZBR-cdgF
digerido con Hindlll (productos de restriccion de 7155 pb y 5437 pb marcados con flecha azul). Carril
4. Marcador de Peso Molecular de 1 Kb.

11.7. Obtencion de la cepa complementada.

11.7.1. Transformacion del plasmido integrativo la cepa conjugativa E.
coli S17.1.

La construccion pAZBR-Gm (cepa control) se incorporé en células
quimiocompetentes de E. coli S17.1 por transformacion, las cepas se seleccionaron
y se comprobaron por PCR. Se realizo lo mismo con la construccion pAZBR-cdgF
(cepa complementada). (Ver figura 31).
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Figura 31. Comprobacién de construcciones en E. coli S17.1. A) Electroforesis en gel de agarosa
al 0.8 % de productos de PCR usando iniciadores GmFXhol y GmRSpel. Carril 1: Marcador de peso
molecular de 1 Kb. Carril 2: producto de PCR de 912 pb (marcado con flecha azul) de DNA plasmidico
de E. coli S17.1 pAZBR-Gm clona 50. Carril 3: Control negativo. B) Electroforesis en gel de agarosa
al 0.8 % de productos de PCR usando iniciadores c-AB40391F y GmRSpel. Carril 1: Marcador de
peso molecular de 1 Kb. Carril 2: producto de PCR de 4477 pb (marcado con flecha azul) de DNA
plasmidico E. coli S17.1 pAZBR-cdgF clona 1. Carril 3: Control negativo.

11.7.2. Conjugacion biparental entre A. brasilense y E. coli S17.1

Se realiz6 una conjugacion biparental entre las cepas E. coli S17.1 pAZBR-T7-Gm
clona 50 (donadora) y A. brasilense 40391 (receptora). Las transconjugantes
obtenidas se seleccionaron en medio K-lactato con antibiético gentamicina (50 ug/
ml), se contraseleccionaron con tetraciclina, se comprobaron por PCR. (Ver figura
32).
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Figura 32. Comprobacién la cepa control A. brasilense 40392. Electroforesis en gel de agarosa
al 0.8 % de productos de PCR usando iniciadores CMP-PstIF y MTF-NcolR. Carril 1: Marcador de
Peso Molecular de 1 Kb. Carril 2: producto de PCR de 2705 pb (marcado con flecha azul) del DNA
plasmidico de E. coli S17.1 pAZBR-T7-Gm. Carril 3: producto de PCR de 2705 pb (marcado con
flecha azul) de DNA gendmico de A. brasilense 40392 clona 20. Carril 4: producto de PCR de 2705
pb (marcado con flecha azul) de DNA gendmico de A. brasilense 40392 clona 57. Carril 5: Control
negativo.

Se realizé lo mismo para la cepa complementada, tomando como cepa donadora a
E. coli pAZBR-cdgF. Se obtuvieron cinco clonas candidatas resistentes a
gentamicina y a kanamicina y sensibles a tetraciclina, las cuales se tendran que
comprobar por PCR, ademas sera secuenciar el producto de PCR del gen cdgF con
su propia regién promotora, los cuales por motivos de pandemia no fue posible
realizar.
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12. DISCUSION DE RESULTADOS

El di-GMPc es un segundo mensajero bacteriano responsable de controlar una
amplia variedad de comportamientos bacterianos como son la transicion del estilo
de vida movil a formacion de biopelicula y viceversa (R6mling, et al., 2013). Varios
reportes han demostrado la participacion del di-GMPc en la produccion de
exopolisacéaridos, formacion de biopelicula, quimiotaxis, diferentes tipos de
movilidad, virulencia, resistencia a antibiéticos, morfologia celular y regulacion del
ciclo celular (Whitney, et al., 2012; Ferreira, et al., 2011; Kuchma, et al., 2007;
McCarthy, et al., 2008; Nicastro, et al., 2014). Los altos niveles intracelulares de di-
GMPc promueven la formacién de biopelicula, mientras bajos niveles incrementan
la movilidad bacteriana. Los cambios en la concentracion intracelular de di-GMPc
son controlados por las DGCs y las PDEs (Ausmees, et al., 2001; Tamayo, et al.,
2005). Los dominios cataliticos de las DGCs deben adquirir una conformacién
antiparalela para formar un sitio activo competente que permita la generacion del
producto ciclico. Adicionalmente, se ha reportado que los dominios EAL que
catalizan la hidrolisis del di-GMPc a pGpG requieren la formacién de dimeros para
potenciar su actividad. Este requisito de dimerizacion en este tipo de enzimas y la
presencia de dominios accesorios muchos de ellos localizados en el extremo N-
terminal de las DGCs y las PDEs, sugieren que estas enzimas estan sujetas a una
regulacion fina que controla de manera precisa la degradacion y produccién de di-
GMPc (Sundriyal, et al., 2014; Minasov, et al., 2009). Los cuales detectarian sefiales
o transmitirian estas a la parte catalitica de la proteina para regular su funcion.
Ademas, una gran cantidad de este tipo de enzimas que se encuentran anotadas
en las bases de datos son proteinas integrales de membrana algunas de ellas con
dominios sensores localizados en el periplasma bacteriano y con los dominios de
DGC o PDE localizados en el citoplasma (Seshasayee, et al., 2010).

A pesar de la amplia existencia de DGCs y PDEs codificadas en los genomas
bacterianos ancladas a la membrana citoplasméatica, pocos estudios han
profundizado en los mecanismos de activacioén. Por ejemplo, en P. aeruginosa, el
operon YifBNR, requerido para la persistencia de la fibrosis cistica, codifica para
una DGC trasmembranal, la cual controla finamente su actividad a través de otras
dos proteinas codificadas por el operdn, una de ellas localizada en el periplasma y
la otra localizada en la membrana externa (Malone, et al., 2010). Por otra parte, una
de las proteinas mejor caracterizada a la fecha es LapD de P. fluorescens, una
proteina hibrida DGC-EAL anclada a la membrana citoplasmatica que se encuentra
desprovista de las funciones de DGC o PDE, y en su lugar detecta fluctuaciones
intracelulares de di-GMPc a través de su dominio EAL y transmite esta informacion
a su dominio periplasmico, el cual en turno recluta a la proteasa (LapG) que libera
a una adhesina crucial (LapA) que promueve la formacion de biopelicula en
respuesta a limitacion de fosfato (Navarro, et al., 2011). En este caso, la informacién
de la concentracion intracelular de di-GMPc es transmitida del citoplasma bacteriano
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al periplasma, el cual se considera un mecanismo de transduccion de sefiales del
interior de la célula al exterior, opuesto al que ocurre en el sistema YifBNR.

A. brasilense es una bacteria que habita la rizosfera y promueve el crecimiento de
las plantas al colonizar de forma externa o interna las raices. La bacteria tiene que
lidiar con un entorno muy competitivo en la rizosfera y los suelos. Por tal motivo,
para asegurar su supervivencia y estancia en la planta, necesita formar biopeliculas
en la superficie de la raiz (Ramirez, et al.,, 2018). De acuerdo con los andlisis
anteriores a este estudio se analizd el gen cdgF, de A. brasilense Sp245 el cual
codifica para una proteina hibrida que contiene un dominio de DGC, y otro de PDE,
dos dominios citosélicos PAS, dos dominios transmembranales y dos dominios
periplasmicos CACHE Figura Al. Las proteinas hibridas pueden tener ambas
funciones, de sintesis y degradacion del di-GMP-c, funciones antagédnicas, lo
frecuente es que bajo ciertas condiciones la actividad de un dominio se vea
promovida, mientras que la del otro dominio ocurra en otras condiciones diferentes.
Los dominios accesorios detectan sefiales provenientes del medio, generando
cambios conformacionales, los cuales modulan la actividad de los dominios
cataliticos de estas proteinas hibridas.

Los alineamientos de los dominios de DGC y PDE de la proteina CdgF mostraron
gue el dominio de DGC se encuentra conservado, mientras que el dominio de PDE
presenta un residuo glicina en lugar de alanina (EGL-EAL). Los estudios en nuestro
laboratorio mostraron que la proteina exhibié actividad enzimética. De manera
similar, la proteina PDE, RocR de P. aeruginosa, tiene actividad catalitica a pesar
de que el motivo es degenerado (EVL), (Romling, et al., 2013). No obstante CdgD,
no presentd actividad catalitica de DGC bajo las condiciones estudiadas. Varios
factores podrian ser considerados como responsables de tal resultado: el uso de
etiquetas que favorecieron la purificacion de la proteina, la ausencia de los dominios
CACHE que pudieran estar involucrados en el correcto plegamiento de la proteina,
ya que para su purificacion este dominio fue eliminado y seria requerido para su
actividad, o que el dominio CACHE detectara ciertas sefiales que activaran al
dominio DGC.

Por otra parte, es interesante indicar que la proteina tiene también dominios PAS
de sefalizacion que podrian detectar sefiales tanto del medio extracelular como del
intracelular. Considerando esto cuando se adicioné FAD+ al ensayo de actividad de
PDE se observo un aumento de tres veces la actividad (Salazar, 2017). Lo cual
sugiere que estos dominios podrian funcionar uniendo al FAD y modular la funcién
de PDE. De manera presuntiva seria interesante realizar un analisis informéatico de
modelaje molecular que apoyaria esta propuesta.

Se propone que el dominio CACHE puede detectar moléculas del medio
extracelular, promoviendo la actividad de DGC como ocurre en la proteina GcbC de
P. fluorescens, en donde se promueve la formacién de biopelicula al afiadir citrato
al medio de crecimiento. Al realizar ensayos de biopelicula mediante el método de
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cristal violeta afladiendo moléculas sefial a distintas concentraciones se esperaria
que el ligando adecuado incremente la formacién de biopelicula. (Giacalone, et al.,
2018).

Varios quimiorreceptores bacterianos tienen dominios de union a ligando de la
familia dCACHE, el cual es una estructura con dos dominios tipo PAS, uno que se
encuentra proximal y otro distal a la membrana citoplasmatica. Este tipo de dominios
de sefializacion CACHE se encuentran presentes en una gran variedad de
proteinas, entre las cuales encontramos proteinas aceptoras de grupos metilos
(MCP), DGCs, cinasas histidinicas y reguladores de respuesta (Upadhyay, et al.,
2016). Estos dominios de union a ligando pueden clasificarse de acuerdo al tamafio
en el cluster | (aquellos que tienen un tamafo de aproximadamente 150
aminoacidos) o cluster Il (aproximadamente 250 aminoacidos). Con base a esta
clasificacion, los dominios CACHE de CdgF pueden ser agrupados dentro del
cluster II.

Se han identificado dominios CACHE en decenas de miles de proteinas de
transduccion de sefiales, siendo este dominio el mas abundante en dominios
extracelulares en procariotas, el cual pudiera haber sido originado a partir de
dominios intracelulares simples PAS/GAF, lo anterior por estudios bioinfomaticos
realizados en secuencias de genomas. La alfa hélice larga N-terminal es
caracteristica de los dominios CACHE al compararse con dominios PAS y GAF.
Esta alfa hélice es una extension de la primera hélice transmembranal, y donde la
parte C-terminal de este dominio se conecta con una segunda hélice
transmembranal, siendo indicativo de que es un dominio sensor extracelular. De
acuerdo con estudios estructurales de los dominios CACHE, se tomaron en cuenta
varios factores para poder considerar a un dominio CACHE, entre estos se
encuentra que (1) los dominios sCACHE y dCACHE ocupan completamente la
region periplasmatica entre dos hélices transmembranales, (2) los dominios CACHE
se han identificado exclusivamente en proteinas que contienen dominios de
sefializacion, y (3) la mayoria de los dominios CACHE se encuentran en procariotas;
ademas de que pueden existir dominios Unicos CACHE (sCACHE) y dominios
dobles CACHE (dCACHE). De acuerdo a estos factores y algunos elementos
estructurales importantes, se podria deducir que los dos dominios CACHE
presentes en CdgF son de tipo dCACHE_2, en donde los elementos que definen
este tipo de dominio CACHE son la presencia de una hélice N-terminal y que no
contienen las 3 hojas-p-plegadas presentes en otros dominios CACHE (Upadhyay,
et al., 2016).

La proteina TIpC de Helicobacter pylori contiene un dominio extracitoplasmatico de
doble CACHE de union a ligando que puede detectar lactato para favorecer la
quimiotaxis. La estructura secundaria de este dominio muestra caracteristicas
estructurales secundarias importantes para poder definir a un dominio dCACHE_1,
el cual consta de una alfa-hélice larga N-terminal, un CACHE distal constituido por
dos alfa-hélices y 6 hojas beta-plegada, un CACHE proximal constituido por cuatro
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alfa-hélices y 5 hojas betas plegadas. EI dominio dCACHE_2 de CdgF de A.
brasilense presenta la mayoria de estas caracteristicas estructurales las cuales
incluyen la alfa-helice larga N-terminal, un CACHE distal formado por 3 alfa-hélices,
tres hojas beta-plegada, un CACHE distal constituido por cuatro alfa hélices y 4
hojas beta-plegadas (Figura 11). Al realizar el modelado por homologia del dominio
dCACHE_2 de CdgF se encontré que es estructuralmente similar, a pesar de que
hay baja identidad de secuencia de aminoacidos (Machuca, et al., 2017).

Debido a que no existe un cristal que contenga dominios CACHE, PAS, GGDEF y
EAL juntos, se realizé el modelado por homologia en tres partes, uno que contiene
los dos dominios CACHE, uno con los dos dominios PAS, y uno de los dominios
GGDEF-EAL. Se obtuvieron modelos con valores en C-score, Tm-score y RMSD
aceptables (Figuras 11, 14 y 17). Con estos modelos se puede tener una propuesta
de que ligandos pudieran estar detectando los dominios sefializacion, en donde se
propone que el FAD+ pudiera ser detectado por los dominios PAS; mientras que el
dominio CACHE pudiera estar detectando urea, 1,2,4-trimetilbenceno, N-
acetilglucosamina, entre otros, siendo el mejor ligando la urea. Con estos datos
podria sugerirse que, si se aflade urea al medio, la actividad del dominio DGC podria
verse favorecida. Sin embargo, esta hipdtesis tendra que verificarse en futuros
trabajos.

Con el objetivo de evaluar la funcion del gen cdgF en la movilidad y formacién de
biopelicula, se obtuvo la cepa mutante A. brasilense 40391 (eliminando el gen cdgF)
y la cepa complementada con el gen la regién promotora nativa cepa anotada como
A. brasilense 40393. Las cuales en estudios posteriores permitirdn evaluar distintas
condiciones de crecimiento para poder encontrar bajo cuales condiciones la
proteina actiia como DGC y bajo cuales como PDE.

Para obtener la cepa mutante se siguio la estrategia de reemplazo alélico, en donde
se uso el vector suicida pJMS-Km que tiene origen de replicacion de E. coli, el cual
no es reconocido por la maquinaria replicativa de A. brasilense.

Por otro lado, para integrar el gen eliminado a la cepa mutante, se us6 el plasmido
suicida pAZBR-T7-mCherry, siguiendo la misma estrategia que se utiliz6 para la
obtencion de la cepa mutante, con la diferencia de que las regiones homologas del
vector con las del cromosoma de A. brasilense son las de un locus neutro en donde
ya se ha visto que no hay afeccién en el crecimiento microbiano al integrarse
fragmentos en ese locus. Se construyo el vector integrativo por la sustitucion del
gen de resistencia a kanamicina por uno de gentamicina asi facilitar la seleccion de
las cepas complementadas. Con lo cual se permitio obtener una complementacion
en cis en una sola copia del gen con su regién promotora. Mostrando la eficacia de
la construccion de este nuevo vector que esta ya disponible en nuestro laboratorio
para futuros trabajos.
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Ya obtenidas la cepa mutante, cepa control y la cepa complementada, ademas de
la cepa silvestre, se deberan realizar ensayos de evaluacion de fenotipos de
biopelicula y movilidad en distintas condiciones y confirmar la funcion de este gen.

13. CONCLUSIONES.

1. El analisis bioinformatico predice que los dominios CACHE participarian en
la modulacion de la actividad de DGC.

2. La proteina CdgF tiene un doble dominio CACHE de tipo dCACHE_2 que
pudiera detectar Urea.

3. Se implementd la estrategia de complementacion en cis, lo que permitira
analizar la contribucion de genes en determinado fenotipo, sin el problema
de aumento dosis génica.

14. PERSPECTIVAS.

Comprobar por PCR la cepa complementada A. brasilense 40393.
Secuenciar el producto de PCR del gen cdgF.

Realizar ensayos de biopelicula y movilidad evaluando las cepas silvestre,
mutante (A. brasilense 40391), cepa control (A. brasilense 40392) y cepa
complementada del gen cdgF (A. brasilense 40393), adicionando distintas
moléculas sefial.

4. Determinar la funcion de diguanilato ciclasa de la proteina CdgF.

wnN e
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16. ANEXOS

ALINEAMIENTO DEL DOMINIO GGDEF/EAL DE LA PROTEINA AZOBR_40391 (CCC97222.1) DE Azospirillum
brasilense CON PROTEINAS PdeA (YP_002518880.1) de Caulobacter crescentus, PdeB (SQH74053.1) de
Shewanella oneidensis proteinas hibridas.

SQH74053.1 =ISNLLNHKQRVTGTVILLRDITQEELLKRKLHQRANFDPITSLLNRRAFEERLAA~-~~~ 451
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Figura 1A. Alineamiento de dominios DGC-PDE CdgF con proteinas hibridas DGC-PDE. En la
imagen se aprecia el alineamiento de la proteina CdgF (ccc97222.1) de interes con otras dos
proteinas que se saben que son hibridas, es decir que tienen ambos dominios DGC-PDE. Se

Muestra en distintos colores los sitios principales necesarios para que se pueda llevar la catalisis y
otros sitios adicionales como de unién a metal o agua. En la parte inferior de la imagen se puede
observar web logo, donde se muestran la frecuencia de aminoacidos de los sitios importantes de
DGC (izquierda) y PDE (derecha).
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Sequences producing significant alignments Download v Manage Columns ¥ Show| 100 v | @

[ selectall 0sequencesselected

Desci Max Total |Query E | Per Accessi
Secificl Score Score Cowr value| fgent | o
D Azospirilum brasilense Sp245 chromosome 1857 167 97% 0.0 99.76% CROZ2%83A
D Azospirllum brasilense Sp24 main chromosome complete genome 1957 1957 9% 0.0 99.76% HESTTIZTA

Figura 2A. Blast de la secuenciacion del fragmento A. Iniciadores utilizados AB40391FA y
AB40391RA a partir de pJMS-FAB40391. Se puede apreciar un porcentaje de identidad del 99.76%,
lo cual es indicativo que el fragmento A obtenido del vector pJMS-FAB40391 si tiene es el
correspondiente a la zona de homologia esperada del fragmento A.

Sequences producing significant alignments Download ¥ Manage Columns ¥ ShOW 0

selectall 100 sequences selected GenBank  Graphics  Distance tree of results
- Max Total Query| E  Per ‘

LERRE Score Score | Cover |value  Ident )

Azospirilum brasilense Sp245 chromosome 021 1821 % 00 99.90% CP0222531
Azospirllum brasilense Sp245 main chromasame complete genome 21 181 e 00 99.90% HESTTINA

Figura 3A. Blast de la secuenciacion del fragmento B. Iniciadores utilizados AB40391FB y
AB40391RBA a partir de vector pJMS-FAB40391. Se puede apreciar un porcentaje de identidad del
99.90%, lo cual es indicativo que el fragmento B obtenido del vector pJMS-FAB40391 si tiene es el
correspondiente a la zona de homologia esperada del fragmento B.

73




Se utilizo el programa BPROM para predecir la region promotora del gen cdgF.

El algoritmo que utiliza BPROM predice las posibles posiciones de inicio de la
transcripcion de genes bacterianos regulados por los promotores sigma70 de E. coli.
Tiene una funcién discriminante que combina caracteristicas que describen motivos
funcionales y composicion de oligonucleotidos de estos sitios. BPROM tiene una
precision de reconocimiento del promotor de E. coli de aproximadamente el 80%.
Para un mayor acercamiento se requiere analizar ORFs.

Con ayuda del programa Bprom, se encontré6 una presunta region promotora del
gen cdgF, la cual podria ser reconocida y regulada por el factor sigma 70 para iniciar
la transcripcion. Este promotor se caracteriza porque tiene las secuencias
conservadas en las posiciones -10 (CGGAAAAAT) y -35 (TTTCCA) . Se obtuvieron
un score de 47 para la secuencia -10 y un score de 42 para la secuencia -35,
indicativo de que es un buen valor para considerarse buenos promotores.

AAACCGCCCCTGCTGCCCGCGCGCGGGACCATAACCGCGCCGEGC6GCGCTGCAAAGCCCCTTCACAGCCCCGGTGGACGCGGGATGCGCGTCATAAGGTTTCCAAGGAC
. ! . ! . ! . ! . ! . ! . ! . ! . ! . 1 . !

t T t T t T t T t T t T T T T T T T T T T T
TTTGGCGGGGACGACGEGCGCECECCCTEETATTGGCGCBGCCCEUCGCBACGTTTCGGEGGAAGTGTCGGGGCCACCTGCGCCCTACGCGCAGTATTCCAAAGGTTCCTG

Regidn -35

GGGGTCGTCTTCCCGGAAAAATCGCAAAGACTGGCGATTCGTCGCGCCOGECTTCCTCACCTTGAACTTGCCGAGTCCCCGCCACGCGCACTAATGATCTACTCTGTTCGE
s ! s ! s ! N ! s ! s ! N ! s ! s ! s 1 s !

t 1 t 1 t 1 t T t T t T T T T T T T T T T T
CCCCAGCAGAAGGGCCTTTTTAGCGTTTCTBACCGCTAAGCAGCGCGGCCGAAGGAGTGGAACTTGAACGGCTCAGGGGCGGTGCBLGTGATTACTAGATGAGACAAGCG

[Region -10 |

CGCGGACGGGCTAAGCCGGGCGTGGTTCCAGGAGGGCTTTCCTTGTCCGATCCGATCGCCGAGTTGATGCGCGAGCCGTCCCGGACTTCGGACGAAAGGCGCCTTTACCG
' ! ' ! ' ! " ! ' ! ' ! " ! ' ! ' ! ' 1 ' !
t 1 t 1 t 1 t 1 t 1 t 1 t 1 t 1 t 1 t T t T
GCBCCTGCCCBATTCGGCCCBLACCAAGGTCCTCCCBAAAGGAACAGGCTAGGCTAGCGGCTCAACTACGCGCTCGGCAGGGCCTGAAGCCTGCTTTCCGCBGAAATGGE

Mlet Sér Alsp P;o I\EE Aia Gllu Léu M:zt ﬁirng Gllu P;o S:zr Al"g Tlr'?r Sér Alsp Giu Alrg jrﬂg Léu Ty"r Alrg
|_RBS | ________________________________ccv72221 [
> Lest sequence
Length of sequence- 337
Threshold for promoters - 0.20
Number of predicted promoters - 1
Promoter Pos: 214 LDF- 0.52
-10 box at pos. 195 CGGAARART Score 47
-35 box at pos. 175 TTTCCA Score 42

Figura 4A. Andlisis de regién promotora del gen cdgF. Con ayuda del programa Bprom, se localiz6
la region promotora del gen cdgF. Posteriormente, se disefiaron iniciadores para amplificar el gen
con el prolmotor nativo. Secuencia consenso factor sigma 70: region -35 (TTGACA) y region -10
(TATAAT).

Tabla Anexo 1. Mezcla de reaccidon para PCR de alta fidelidad y condiciones para
la PCR de punto final para el fragmento A.
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Reactivo Para una reaccién

Agua libre de nucleasas 8.45 pl
Buffer 10X PCR HF Tag-Pol 2.0 pul
MgSO, 1.25 pl
dNTPs 3pl
Oligo Forward AB40391FA 0.5 ul
Oligo ReverseAB40391RA 0.5 pl
DMSO 1.0 pl
Platinum TagPolimerasaHF 0.3 pl
TOTAL 17 pl
DNA 3ul
TOTAL REACCION 20 ul

Tabla Anexo 2. Mezcla de reaccién para PCR de alta fidelidad y condiciones para

Temperaturas
* Desnaturalizacion
* 95 °C, 5 min
* 30 ciclos de
* Desnaturalizacidn
* 95°C,30s
* Alineamiento
* 59°C,30s
* Extension
+ 72°C, 1 min
* Extension
* 72°C, 7 min
* Finalizacidn
* 4°C, tiempo ==

la PCR de punto final para el fragmento B.

+ Temperaturas

Agua libre de nucleasas 8.45 ul
Buffer 10X PCR HF Tag-Pol 2.0 pl
MgSO, 1.25 ul
dNTPs 3l
Oligo Forward AB40391FB 0.5 ul
Oligo Reverse AB40391RB 0.5 ul
DMSO 1.0pl
Platinum TagPolimerasaHF 0.3 pl
TOTAL 17 ul
DNA 3ul
TOTAL REACCION 20 ul

Tabla anexo 3. Mezcla de reaccion para PCR de alta fidelidad y condiciones para

* Desnaturalizacion
= 95°C, 5 min
« 30 ciclos de
» Desnaturalizacion
« 95°C, 20s
+ Alineamiento
= 59°C, 30s
+ Extension
« 72°C, 1 min
« Extension
« 72°C, 5 min
« Finalizacion
* 4°C, tiempo ==

la PCR de punto final para el gen de gentamicina.

* Desnaturalizacidn
* 95°C, 3 min
* 30 ciclos de
* Desnaturalizacion
+ 95°C,30s
* Alineamiento
= 60°C,30s
* Extension
+ 72°C, 1 min
+ Extension
= 72°C, 10 min
+ Finalizacion
= 4°C, tiempo ==

Reactivo [ Paraunareaccion B IIIVIEITED
Agua libre de nucleasas 12.05 pl
Buffer 10X PCR HF Tag-Pol 2.0 ul
MgS0, 1.25 ul
dNTPs 1l
Oligo Forward GmFXhol 0.7 ul
Oligo Reverse GmRSpel 0.7 pul
DMSO 1.0 pl
Platinum TagPolimerasaHF 0.3 pl
TOTAL 19 pl
DNA pBBR1IMCS-5 1 ul
TOTAL REACCION 20 pl
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Tabla Anexo 4. Mezcla de reaccién para PCR de alta fidelidad y condiciones para
la PCR de punto final para el fragmento del gen completo cdgF con su region
promotora.

« Temperaturas
Agua libre de nucleasas 11.05 pl = Desnaturalizacién
Buffer 10X PCR HF Tag-Pol 2.0 ul * 95°C, 5 min
MgsO, 1.25 ul » 30ciclos de
dNTPs m . Desnatu:alizacién

* 95°C, 30s
Oligo Forward c-AB40391F 0.7 pl + Alineamiento
Oligo Reverse c-AB40391R 0.7 ul * 69°C, 30s
DMSO 1.0 ul * Extensidn

= 72°C, 3:30 min

Plati TaqPoli HF 0.3 ul e
atinum TagPolimerasa n « Extensién

TOTAL 18 pul + 72°C, 10 min
DNA (500 ng/ul) 2 ul = Finalizacion
TOTAL REACCION 20 pul * 4°C, tiempo ==
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