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Resumen

Las vias de transduccion de sefiales frecuentemente utilizan pequefias moléculas
como segundos mensajeros para integrar, amplificar y transmitir la informacion a sensores
intracelulares y efectores. Se han descrito importantes nucleoétidos ciclicos los cuales

regulan una variedad de funciones de importancia fisiologica.

En las redes de sefializacion bacteriana se encuentra el bis-(3’-5”) guanosin
monofosfato ciclico (di-GMPc), el cual en numerosos estudios se ha mostrado que es un
regulador central de procesos importantes para la célula asi como su adaptacion y
supervivencia en el entorno en el que se encuentra. La regulacion de este nucle6tido ciclico
esta finamente controlado por dos enzimas: sintasas de di-GMPc y fosfodiesterasas las cuales

controlan los niveles intracelulares del di-GMPc por acciones inversas.

En A. brasilense Sp245, se describi6 por analisis in silico de su genoma la presencia
de genes que presuntivamente codifican para DGCs, esto nos ofrece una oportunidad para
estudiar mecanismos de transduccion de sefiales que regulen procesos vitales que participan

en la interaccion bacteria-planta, en nuestro modelo de estudio.

Para elucidar parcialmente la funcion de algunos de estos genes se generaron
mutantes por insercién de los genes dgcB y dgcC que codifican para las proteinas DgcB y
DgcC respetivamente, se analizo el fenotipo de la mutante del gen dgcB. Los resultados
obtenidos mostraron la disminucién de la movilidad natatoria, mientras que la formacién de
biopelicula present6 aumento del 121.45% en la cepa mutante A. brasilense 4189-B. Lo que
nos indicé que el gen es funcional, y que sugieren que DgcB funciona como fosfodiesterasa

bajo las condiciones estudiadas.

Los resultados obtenidos del fenotipo del gen dgcC apuntan a que esta proteina no
tiene una funcién clasica de DGC como otras ya descritas debido a que hay una disminucion
en la movilidad del 59.9% con los compuestos evaluados, por otro lado se observé una
disminucion significativa del 55.18% en formacion de biopelicula asi como también
deficiencia en el crecimiento celular, con lo obtenido la DgcC podria estar regulando la

guimiotaxis, desarrollo celular y formacién de biopelicula.




l. Introduccion.

Las plantas desarrollan un papel clave en el ecosistema debido a que contribuyen, en
instancia, a la estabilizacion de nichos ecolégicos microbianos especificos que se encuentran
en estos sistemas (Vacheron et al., 2013). El desarrollo de las plantas es dependiente de la
disponibilidad de nutrientes, agua y oxigeno del suelo, sin embargo, diversos estudios
demuestran que la asociacion planta-microorganismo es importante al desarrollo de la planta,
esta interaccion a su vez puede influir sobre el ambiente del suelo y su microbiota (Pate et
al., 2001).

Los microoganismos que se encuentran en el suelo y que han sido aislados de éste
pueden tener tanto un efecto benéfico en las plantas como dafiinos, dado a las asociaciones

que establecen en el nicho en el que se encuentran.

Debido a que algunas bacterias se asocian con la planta, tienen diferentes efectos
sobre la misma, ya que pueden actuar como: patdgenos, mutualistas o comensales
dependiendo del género y especie (Danhorn and Fuqua, 2007). Se ha reportado que hasta el
40% de carbono fijado del aire por las plantas es liberado en el suelo como exudados
radiculares, incluyendo compuestos ricos en nitrégeno y fdsforo, estos compuestos
promueven el crecimiento y permanencia de bacterias en la rizésfera (Danhorn and Fuqua,
2007).

1.1 Riz6sfera

La Rizdsfera, es la zona estrecha del suelo que esta en contacto y es influenciada por
la raices de las plantas, se caracteriza por ser una regién que contiene una gran diversidad de
nutrientes orgdnicos como 4&cidos organicos, azUcares, fitosiderdforos, vitaminas,
aminoéacidos, acidos grasos, esteroles, flavonoides y mucilago (Vacheron et al., 2013;
Philippot et al., 2014; Dennis et al., 2010), ademas de sefiales que atraen a poblaciones de
microorganismos especialmente aquellos que puedan metabolizar los exudados radiculares
que secreta la planta (Drogue et al., 2013). Otra de las caracteristicas principales de la
rizosfera es la gran actividad microbiana que se encuentra en esta zona con respecto a otras

areas del suelo (Figura 1).
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Figura 1|La riz6sfera. La rizdsfera es una zona estrecha del suelo (unos pocos milimetros de ancho) que
rodea y es influenciada por las raices de la plantas. El esquema muestra ilustraciones de la rizdsfera,
contiene bacterias saprofiticas y simbidticas y hongos incluyendo micorrizas arbusculares (Philippot et
al., 2014)

En la rizésfera se encuentra una comunidad rica en microorganismos, comprendiendo
entre 10° bacterias por miligramo de suelo (Roesch et al., 2007), teniendo ademas una gran
diversidad de taxas (Vacheron et al., 2013). En la rizésfera hay una alta relacién
carbono/nitrégeno, caracterizada por un exceso de carbono de facil acceso y disponibilidad
de nitrégeno contribuyendo al mantenimiento del ecosistema (Kuzyakov, 2002). El ambiente
que proporciona la rizésfera es microaerofilico favoreciendo la fijacion bioldgica de
nitrogeno (FBN); estos microambientes se encuentran principalmente localizados en la zona

de las raices laterales de la planta.

Se han descrito diversas taxas bacterianas que se encuentran en la rizosfera, las cuales
afectan de manera positiva a la planta hospedera como: estimular el crecimiento y la salud
de la planta, debido a la colonizacion y la relacién que establece (Podile et al., 2010). Estas
bacterias pueden interactuar con amplio rango de plantas hospedero especialmente firmicutes
y del filo de proteobacterias (Drogue et al., 2013).

Interacciones directas e indirectas entre hospederos y su microbioma asociado
involucran cambios constitutivos e inducibles en el metabolismo secundario y estructuras
morfolégicas (Yao and Wu 2010).




La comunicacion a través de moléculas de sefializacién como flavonoides es importante
para la regulacion de estas interacciones. Los microorganismos de la rizésfera son conocidos
por sus interacciones mutualistas con las plantas que incluyen rizobias y hongos micorrizicos,
facilitando la nutricion de la planta por medio de la adquisicién de nitrégeno y fosfatos
respectivamente, y el intercambio de carbono fijado fotosintéticamente. Las relaciones
mutualistas que se forman entre planta-microorganismo corresponden a interacciones intimas
elaborando estructuras complejas como los nédulos durante la simbiosis entre Rhizobium y
Fabaceae. Esta interaccion involucra a bacterias que puedan colonizar la superficie del
sistema radicular (algunas veces dentro de los tejidos de las raices) y asi estimular el
crecimiento y la salud de la planta, estas bacterias son denominadas como bacterias
promotoras del crecimiento vegetal o PGPR (Yao and Wu 2010; Hassan and Mathesius
2012; Barea et al., 2005), las cuales se han reportado los numerosos efectos que tienen en la
planta, asi siendo Utiles en diversos &ambitos como la industria agronémica, asi como también

utiles para la realizacion de estudios de biorremediacion.

1.2 Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal

Diversos géneros bacterianos se han aislados de la rizosfera y que tienen efectos
positivos sobre el crecimiento de la planta, estas bacterias se denominan “PGPR” (por sus
siglas en inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria), Rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal. Las PGPR pueden promover el crecimiento a través de la produccion de
fitohormonas o actividades enzimaticas, asi como también favorecer la simbiosis del
microorganismo. Otros pueden proteger a la planta por medio de la inhibicion de
fitoparéasitos, basado en mecanismos de competencia o antagonismo o induciendo las
defensas de la planta como la resistencia sistémica inducida o ISR (Lugtenberg and
Kamilova, 2009: Bashan and Bashan, 2005) (Tabla 1).Algunas PGPR también tienen efecto
en las plantas ante estrés abidticos incluyendo contaminacion por metales pesados y/o
contaminantes; ciertamente también se ha observado que desarrollan el incremento de la

capacidad de las plantas de secuestrar metales pesados (Jing et al., 2007).




Mecanismo

Efecto en el Crecimiento de la Planta

Ejemplo de Bacterias

Fijacion de nitrégeno asociado a la raiz

Produccién de hormonas de la planta
(auxinas, giberelinas, citocininas)

Solubilizacion de Fosfatos  Inhibicién
de la sintesis de etileno de la planta

Oxidacién de azufre

Produccién de moléculas sefial y
favorecedor de la extrusion con la
absorcion de protones

Incremento de la permeabilidad de la
raiz

Favorecimiento del consumo de
metales en general

Incremento en la produccion de nitrito

Reduccion de la toxicidad por metales
pesados

Incremento en la acumulacion de

nitrito

Incremento en los nddulos y tamafio en
leguminosas

Incremento de los nédulos o tamafio en
la raiz en el género Alnus

Incrementa la frecuencia de infeccion
por hongos endomicorrizicos

Incrementa el nimero de la cofia de la
raiz por endomicorrizicos

Incremento temporal de la produccién
de “rain root” en cactus

Incremento en la resistencia a
condiciones adversas (sequia,
salinidad, toxicidad del abono)

Incremento en el contenido de nitrégeno y biomasa

Estimular las ramificaciones de la raiz.
Incrementa el nimero de brotes y biomasa de la raiz
e induce el ciclo reproductivo

Incrementa la biomasa y el contenido de P
Incrementa el tamafio de la raiz

Incrementa la biomasa y el contenido de nutrientes
foliares

Cambios en el metabolismo de la planta relacionado
con la absorcién de minerales

Incremento de la biomasa y consumo de nutrientes

Incremento de biomasa y consumo de nutrientes

Incremento de la formacion de raices laterales

Proteccion contra la toxicidad de niquel

Incremento de la biomasa y consumo de nutrientes

Incremento en biomasa,
rendimiento reproductivo

contenido de N vy

Incrementa la biomasa y el contenido de N

Incrementa la biomasa

Incremento de la biomasa

Mejora la supervivencia de las semillas durante la
sequia

Mejora la supervivencia de la semilla e incrementa
la biomasa

Acetobacter,
Cyanobacteria,

Azospirillum,
Azotobacter,
Herbaspirillum

Azospirillum

Bacillus lichiniformis,
Pseudomonas putida.

Vibrio,

Sin definicion particular

Azospirillum Achromobacter

Azospirillum

Azospirillum

Azospirillum

Kluyvera

Azospirillum

Azospirillum

Frankia

Pseudomonas

Pseudomonas

Azospirillum

Azospirillum

Tabla 1| Mecanismos empleados por las PGPR para el crecimiento vegetal (Bashan & Bashan 2005).




Las PGPR incluyen bacterias de géneros muy diversos como: Azotobacter,
Azospirillum, Azoarcus, Klebsiella, Pseudomonas, Serratia, Rhizobium, Burkholderia,
(Bashan et al., 2004).

Las PGPR pueden también reducir el rango de crecimiento de raices primarias
(Dobbelaere et al., 1999) e incrementar el nimero y longitud de las raices laterales (Combes-
Meyner et al., 2011; Chaman et al., 2013), y estimular la elongacién de los pelos radiculares
in vitro. Consecuentemente con la obtencidn de minerales y agua, y asi, el crecimiento de la
planta puede ser incrementado. Dentro de las diversas funciones de las PGPR también se ha
descrito que pueden interferir con vias de coordinacion del desarrollo de la planta y nutricion
de la planta para elicitar ambos, incremento del rango de adquisicion de nutrientes y
promocion del crecimiento (Figura 2). Las PGPR ademas pueden directamente incrementar
el suplemento de nutrientes y/o estimular los sistemas de transporte de iones en las raices.
Se considera que la solubilizacion de fosfatos es clave para el efecto de las PGPR en la
nutricion de la planta (Richardson et al., 2009; Ramaekers et al., 2010)

PGPR

Lateral root )
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phosphorus solublisaion - I " H
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Figura 2| Impacto de la fitoestimulaciébn por PGPR en RSA, adquisicion de nutrientes y
funcionamiento de las raices. Las PGPR pueden modular el desarrollo y crecimiento a través de la
produccion de fitohormonas, metabolitos secundarios y enzimas. Los efectos mas comunes observados son
la reduccion del rango de crecimiento de raices primarias, y el incremento del nimero y longitud de raices
laterales y pelos radiculares. Las PGPR también influencian la nutricién de la planta via por la fijacion de
nitrogeno, solubilizando fosfatos o fosforo, o produccion de sideroforos asi modificando la fisiologia de las
raices y cambios en la transcripcién de genes y biosintesis de metabolitos en las células de la planta.
(Vacheron et al., 2013).




1.3 Azospirillum

El género de Azospirillum pertenece a la subdivision de las a-proteobacterias, es un
microorganismo Gram (-), la identificacion de este género se puede realizar por sus
caracteristicas como: forma vibroide, pleomorfismo, es fijador de nitrogeno en vida libre
movilidad en espiral, algunas especies presentan este tipo de movilidad (A. brasilense, A.
lipoferum y A. irakense) debido a la presencia de una flagelacion mixta ya que posee un
flagelo polar y varios flagelos laterales (Fibach et al., 2011, Okon & Vanderleyden, 1997,
Baldani et al., 2005; Hall & Krieg, 1983).

Figura 3|Micrografia electronica de flagelo polar y laterales de Azospirillum lipoferum. Abreviaturas: F:
flagelo polar y L: flagelo lateral (Alexandre et al., 1999)

Azospirillum ejerce efectos benéficos sobre el crecimiento de la planta y el
rendimiento de muchos cultivos agrondmicamente importantes (Okon, 1985; Spaepen et al.,
2009). Cerca de 16 especies de Azospirillum han sido descritas, sin embargo, Azospirillum
brasilense y Azospirillum lipoferum han sido estudiadas a mayor detalle (Baldani et al.,
2005). Azospirillum es capaz de fijar nitrdgeno en asociacion con las plantas, pero
aparentemente la fijacion de nitr6geno no juega un papel importante en la promocion del
crecimiento de la planta en la mayoria de los sistemas evaluados (Spaepen et al., 2009;
Helman et al., 2011).Dentro de otras propiedades que posee Azospirillum es la produccion y
secrecion de reguladores de crecimiento para la planta (fitohormonas) como: auxinas,

citocininas y giberelinas, asi como 6xido nitrico (NO).




Estas moléculas parecen ser sefial y componentes de los efectos de promocion del
crecimiento de la planta (Dobbelaere & Okon, 2007; Spaepen et al., 2007; Bashan & de
Bashan, 2010; Helman et al., 2001).

El rasgo que distingue a esta especie de los otros es su capacidad de utilizar como
fuente de carbono diversos azucares y acidos di y tricarboxilicos. El crecimiento 6ptimo se
produce a 30°C, y en valores de pH entre 6.0 y 7.0 (Hartmann & Zimmer 1994), debido a

esta caracteristica se considera un modelo interesante de estudio.

Una de las caracteristicas fenotipicas mas ampliamente usada como criterio para el
reconocimiento del género Azospirillum, es el color rojo escarlata que toman las colonias al
crecer en un medio adicionado con colorante rojo congo, sin embargo, en este medio pueden
hallarse colonias mutantes de Azospirillum de color blanco debido a la incapacidad de

producir polisacaridos.

En condiciones de desecacién y limitacion de nutrientes, Azospirillum puede adoptar
formas celulares ovoides y de paredes gruesas similares a quistes denominados como formas
C, este cambio morfoldgico conduce a la agregacion celular y esto a su vez lleva al desarrollo
de una cubierta externa de polisacéridos, ademas de la acumulacion de abundantes granulos
de poli-B-hidroxibutirato (PHB), el cual en las células de A.brasilense contiene cantidades
elevadas de este, hasta 50% del peso seco, se ha sugerido que el PHB desempefia su funcion
al ser utilizado como almacén de carbono y energia ( Kadouri et al., 2002). Ademaés de
conferir una funcion fisioldgica para resistir a la desecacion, luz ultravioleta y el choque

osmotico (Sadasivan & Neyra 1987).
1.3.1 Interaccién Azospirillum-Planta

El género de Azospirillum promueve el crecimiento de la planta bajo una gran
variedad de ambientes y condiciones del suelo, sin embargo, para que se de este proceso, es
necesaria la asociacion de A. brasilense con la planta, debido a la capacidad de Azospirillum
de alcanzar poblaciones significativas en la superficie de las raices del hospedero, se ha
considerado importante para el efecto benéfico en el crecimiento de la planta y por lo cual

no solo requiere que se establezca un contacto estrecho entre Azospirillum-planta (Doberei-




ner & Day 1976; Steenhoudt & Vanderleyden 2000), sino que, existen diversos factores que
influyen, diversos estudios indican que la quimiotaxis a los exudados radiculares de la raiz
de las plantas es uno de los factores principales que influyen en la llegada de

microorganismos a la rizdsfera.

En A. brasilense, se hademostrado una fuerte actividad quimiotactica hacia diversos
aminoacidos, azucares, acidos organicos y compuestos aromaticos y exudados radiculares
(Reinhold et al., 1985; Zhulin et al., 1996).Se considera que el flagelo polar glicosilado actla
directamente como un adhesina sobre la raiz (Croes et al., 1993). La aerotaxis (movimiento
celular activo a traves de gradientes de oxigeno), de igual manera es relevante en la forma de
vida de Azospirillum, debido a que es un microorganismo microaerofilico, prefiere zonas con
baja concentracidn de oxigeno que son dptimas para su crecimiento, ademas de que la fijacion
de nitrégeno llevada a cabo por Azospirillum se da bajo estas condiciones y se pueda dar la
expresion de actividad de nitrogenasa y debido a eso exhibe un fuerte comportamiento
aerotactico (Zhulin et al., 1996; Zhulin & Armitage, 1993). Por lo tanto la respuesta quimio
y aerotacticas son caracteristicas que contribuyen al proceso de colonizacion (Zhulin et al.,
1996).

La colonizacion de Azospirillum hacia las plantas puede darse en la parte interna
como externa de la raiz y es dependiente de diferentes factores quimicos, fisioldgicos,
ambientales y nutricionales. En la parte externa de la raiz tienden a formar pequefas
agregados, que se encuentran embebidos en la capa mucilaginosa que cubre la superficie
radicular. Por otra parte el proceso de colonizacién interna, Azospirillum puede invadir las

raices penetrando a través de los espacios intercelulares (Revisado en de Bashan et al., 2007).

Se ha identificado que el proceso de adhesién de Azospirillum sobre las raices de
cereales ocurre en dos etapas independientes (Figura 4). La primera fase consiste en una
adsorcion rapida, debil y reversible, en el cual participa el flagelo polar, que funciona como
una adhesina y una variedad de proteinas (Somers et al., 2004). La segunda fase consiste de
un anclaje lento y firme e irreversible que alcanza su maximo nivel 16 h después de la
inoculacion, el cual parece ser independiente de los exopolisacaridos (EPS) producidos por
Azospirillum (Michiels et al., 1989; Michiels et al., 1991).
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Figura 4| Proceso bifasico de union de A. brasilense a la superficie de la planta hospedera. La etapa 1
representa la union débil y reversible de la adsorcién mediada por carbohidratos que se encuentran unidos al
flagelo polar. La etapa 2 representa la adherencia firme e irreversible, en la que se propone a los EPS como
componentes esenciales de la interaccién (Steenhoudt & Vanderleyden, 2001).

La inoculacion de diversas plantas con Azospirillum ha mostrado que los principales
sitios de colonizacion son las areas de elongacion celular y los pelos radiculares. La
inoculacion de raices de trigo con una cepa de Azospirillum que expresa constitutivamente
el gen gusA mostrd que en los primeros dias de la asociacion las células bacterianas colonizan
especificamente lo sitios de emergencia de las raices laterales y las regiones de pelos
radicales, tanto de la raiz primaria como de las raices secundarias y posteriormente a la
superficie de la raiz (Vande Broek et al., 1998). En plantas de trigo fue observado que la
inoculacion de Azospirillum induce cambios en la morfologia de los pelos radiculares.
Ademas, se observo que la inoculacion con 1x10°-1x10° células provoca la elongacion y

aumento de la superficie de la raiz (Kapulnik et al., 1985).




1. Antecedentes

11.1 Sefializacion celular bacteriana

Para los organismos es necesario ajustar su metabolismo y comportamiento en
respuesta a cambios en el medio ambiente. Para los microorganismos es indispensable el
monitoreo constante de una variedad de parametros ambientales e intracelulares, la cual es

una condicion necesaria para su supervivencia (Sondej et al., 2002).

Los mecanismos por los cuales detecta estimulos tanto extra e intracelulares, son
mecanismos reguladores complejos que incluyen la transmision de la sefial externa a través
de la membrana citoplasmatica, seguida por la transduccion de sefial intracelular, hacia

enzimas metabdlicas, asi como también organelos como el flagelo ( Galperin et al., 2001).

Estos sistemas de transduccion de sefiales son vias de procesamiento de informacion
que reconoce una plétora de pardmetros de diversa indole, amplificando y procesando la
sefial, y asi desencadenando respuestas adaptativas en una célula, y las cuales han adquirido
a través de la evolucion y se basan en la coordinacion de diversos componentes (Zhulin et
al., 2002). La complejidad de estos sistemas de sefializacion se correlaciona con el tamarfio
del genoma y el rango de cambios en el medio ambiente donde normalmente se encuentra
(Figura 5) (Konstantinidis & Tiedje, 2004).

Se han realizado estudios bioinformaticos donde revela la presencia de numerosos
sistemas de transduccion de sefiales. Sin embargo, comparaciones en diversos genomas han
revelado nuevas clases de moléculas de sefializacion con dominios GGDEF y EAL,
involucradas en la regulacion del di-GMPc, un segundo mensajero (Figura 5) (Jenal, 2004;
Rémling et al., 2005). Debido a los datos genéticos y las consideraciones de las secuencias
han determinado que la actividad de diguanilato ciclasas (sintasa de di-GMPc) vy actividad
de fosfodiesterasa (hidrolasa de di-GMPCc) son pruebas bioguimicas directas que participan
en la sefializacion del di-GMPc (Ryjenkov et al., 2005; Bobrov et al., 2005).

Los mecanismos de sefializacion bacteriana son extremadamente diversos, desde
los méas simples, como los sistemas de doble componente, hasta las cascadas de sefializacion
multicomponentes, que regulan asi una gran variedad de procesos fisiolégicos importantes

como la adquisicion de nutrientes, metabolismo energético (Calva & Oropeza, 2006).
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Figura 5| Crecimiento en ndmero de proteinas de transduccién de sefial codificadas en genomas
bacterianos completos. Diguanilato ciclasas (dominios GGDEF, diamantes), fosfodiesterasas especificas
de di-GMPc (dominios EAL, tridngulos), y adenilato ciclasas (circulos). Simbolos abiertos indican el nimero
de proteinas con los dominios correspondientes, simbolos cerrados, el nimero de proteinas de union a la
membrana de cada tipo (Galperin, 2005).

Desde que los sistemas de transduccion de sefiales han crecido en numero y
complejidad relacionado con el tamafio del genoma juegan un papel importante en el medio
ambiente de la bacteria, y el cual se ha convertido en un andlisis comparativo de sistemas que
pueden proveer de informacion util sobre el comportamiento bacteriano (Hellingwerf, 2005).

11.2 Acido di-(3>-5’) guanosin monofosfato (di-GMPc)

Las vias de transduccién de sefiales frecuentemente utilizan pequefias moléculas
Ilamadas segundos mensajeros que integran, amplifican y transmiten informacion a sensores

intracelulares y efectores (Pesavento & Hengge, 2009).

De entre los nucleo6tidos ciclicos méas importantes como el adenosin monofosfato
ciclico (AMPc) y guanosin monofosfato ciclico (GMPc) que regulan una variedad de
funciones desde el metabolismo de azlcares, conduccion de canales idnicos tanto en
procariotas como eucariotas. En contraste con los roles establecidos de mono-nucleotidos

ciclicos y di-nucledtidos ciclicos ha ganado importancia como los principales moléculas de

11



sefializacion en procariotas. El segundo mensajero bacteriano bis-(3’-5") guanosin
monofosfato ciclico (di-GMPc), es un dinucleétido ciclico intracelular que consiste de dos
residuos de riboguanosina unidos por el enlace 3°-5’ fosfodiéster que forman una estructura
ciclica. Este actia como un segundo mensajero global en bacterias; fue descrito por el grupo
de investigacion de Moshe Benziman, el cual fue identificado como un factor que activa de
forma alostérica a la enzima celulosa sintasa, encargada de la produccién de la celulosa en
Gluconacetobacter xylinus (Amikam & Benziman, 1989; Ross et al., 1987; revisado en Xiqui
etal., 2010).

Esta molécula se ha reconocido como un regulador clave de funciones celulares
complejas como el control de la transicion del estado planctonico a un estilo de vida sésil
principalmente ( Hengge, 2009) (Figura 6), pero también regula el comportamiento de
agregacion, adhesion, biosintesis de adhesinas y EPS (estructuras que forman la matriz de la
biopelicula), sin embargo, en bacterias Gram (+) no parecen usar esta molécula como un
regulador de estos fenotipos (Ryan et al., 2007; Karatan & Watnick, 2009).
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Figura 6| Estructura y funciones fisioldgicas del di-GMPc. A nivel celular, el di-GMPc es controlado
por diguanilato ciclasa que contienen dominios GGDEF y fosfodiesterasas especificas que contienen
dominios EAL o HD-GYP. El di-GMPc puede reducir la motilidad por la desregulacion de la expresion
flagelar (P. aeruginosa).Bajos niveles de di-GMPc son requeridos para la expresion de factores de
virulencia (V. cholerae). Altos niveles de di-GMPc estimula varias funciones asociadas con la formacion
de biopelicula. Como la formacién de fimbrias y otras adhesinas y exopolisacaridos de matriz extracelular.
En Caulobacter crescentus el di-GMPc es un regulador clave en la progresion del ciclo celular. pGpG 5°-
fosfoguanilil-(3’-5)-guanosina (Hengge, 2009; Schirmer, 2009).
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El di-GMPc es sintetizado por sintasas de di-GMPc (DGCs) que contienen el dominio
GGDEF, definido por los residuos de aminoacidos altamente conservados, y lo sintetiza a
partir de dos moléculas de GTP (Paul et al., 2004) mientras que las fosfodiesterasas
contienen el dominio EAL o HD-GYP (Christen et al., 2006; Ryan et al., 2006) el cual
degrada y forma la molécula lineal pGpG o guanosina monofosfato (GMP) respectivamente
(Figura 6). Diversas proteinas contienen ambos dominios GGDEF y EAL y pueden exhibir
ambos actividades tanto DGC o PDE (Galperin et al., 2001).

Anadlisis sisteméaticos de DGCs y PDEs en E.coli, Salmonella, V.cholerae, y P.
fluorescens han revelado que la motilidad, virulencia y formacion de biopelicula son
regulados por el di-GMPc (Boehm et al., 2010). Asi entender como multiples vias de
sefializacion del di-GMPc aisladas de cada una o integradas pueden llevar a una respuesta
adecuada y especifica, lo cual es importante para entender los cambios mediados por el di-
GMPc en procesos importantes para la bacteria.

11.3 Efectores de di-GMPc

Dentro de la red de sefializacion del di-GMPc se encuentran mecanismos para generar
una sefal y responder a sefiales cambiantes. Asi, existen enzimas involucradas en la sintesis
y degradacién del di-GMPc, sistemas efectores permiten a los microorganismos responder a
niveles cambiantes de este segundo mensajero. Los receptores o efectores de di-GMPc, son

proteinas de unién a este 0 RNA (Hengge, 2009).

El primer efector identificado que interactla directamente con el di-GMPc, fue el
dominio PilZ, que se encuentra en diversas proteinas de una amplia variedad de
microorganismos, incluyendo Alg44, proteina de biosintesis de alginato encontrada en
Pseudomonas aeruginosa. Estudios funcionales posteriores confirmaron que el dominio PilZ
de Alg44 se une a di-GMPc (Merighi et al., 2007),diversas proteinas con otros dominios y
motivos de union a di-GMPc incluyendo dominios EAL como FimX de P. aeruginosa y
LapD de Pseudomonas fluorescens (Navarro et al., 2009; Newell et al., 2009), y el motivo
RXXD de PopA de Caulobacter crescentus y PelD de P. aeruginosa (Duerig et al., 2009;
Lee et al., 2007), se ha encontrado que el di-GMPc es capaz de interactuar con factores de

transcripcion, como FleQ, VpsT, Clp, VpsR y MrkH, que regulan la expresion de flagelo,
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sintesis de EPS, virulencia, y produccion de fimbrias en P. aeruginosa, V. cholerae, X.
campestris y K. pneumoniae (Shanahan & Strobel, 2012).

Ademas de las proteinas que unen di-GMPc, se han descrito riboswitch de clase | que
poseen dominios GEMM (Sundarsan et al., 2008) que forman parte del sistema de
sefializacion dirigido por el di-GMPc. Los riboswitch son ARN pequefios, reguladores no
codificantes que funcionan para la deteccion de metabolitos especificos (molécula ligando
pequefias), con alta afinidad y especificidad. Un ejemplo de riboswitch clase | es de C.
difficile, llamado Cd1, que se encuentra rio arriba de un operon que codifica proteinas
necesarias para la biosintesis del flagelo, cuando hay altos niveles del di-GMPc la

transcripcion del operon es finalizada (Shanahan & Strobel 2012).

Los efectores de union a di-GMPc utilizan un rango de mecanismos para llevar las
sefiales a procesos celulares y ejercer su efecto en sintesis de polisacaridos, motilidad,
transcripcion entre otros. Diversas enzimas que metabolizan el di-GMPc y efectores son
simultaneamente expresados, estos grupos de enzimas impactan en diversos fenotipos, y asi,
las células bacterianas son capaces de coordinar acciones dentro de la red compleja de
sefializacion mediada por el di-GMPc. Esta coordinacion se logra probablemente a través de

una regulacion tanto espacial como temporal (Hengge, 2009).

Algunas diguanilato ciclasas y fosfodiesterasas, y efectores pueden ser expresados
solo bajo condiciones particulares de crecimiento y en respuesta a cambios en el medio
ambiente. Por ejemplo rapA, que codifica para una fosfodiesterasa en P. fluorescens, y se
transcribe en respuesta a bajos niveles de fosfato inorganico (Pi) (Monds et al., 2007).Los
componentes de sefializacion del di-GMPc pueden asociarse con otros complejos
multiproteicos o microcompartimentos dentro de la célula para influenciar la concentracion
local de di-GMPc (Hengge, 2009).

Adicionalmente DGCs y PDEs en la misma via pueden interactuar uno con el otro
(Andrade et al., 2006), o establecer una comunicacion directa entre una proteina efectora o
blancos rio abajo, muchos de estos ya sugeridos. Las diferentes maneras en las cuales las
proteinas efectoras pueden unir di-GMPc e interactuar con DGCs y PDEs permiten a la

bacteria tener mecanismos especificos para la regulacion de varios procesos (Figura 7).
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Figura 7| Regulacion celular del di-GMPc. El di-GMPc regula a nivel transcripcional, traduccional y
postraduccional diversas funciones celulares, dentro de las cuales se encuentra: la movilidad, adhesion,
formacidn de biopelicula y virulencia (McDouglad et al., 2011)

11.4 Diguanilato ciclasas

Las sintasas de di-GMPc o DGCs sintetizan a partir de dos moléculas de GTP al
segundo mensajero di-GMPc, las cuales poseen dominios GGDEF, que consta de 170
residuos de aminoacidos y son denominados asi debido al patrén de secuencia conservado
(Gli-Gli-D[Asp]-E[Glu]-Een), en donde se encuentra el sitio catalitico de la enzima (Stock,
2007). Para que estas enzimas tengan actividad catalitica necesitan tener conservados todos
los aminoacidos, en la mayoria de los casos, debido a que, las primeras dos glicinas estan
involucradas en la unién a GTP, mientras que el cuarto residuos glutamato coordina iones
metalicos. El tercer aminoacido del motivo (Asp/Glu) es indispensable para la catalisis y

también juega un papel importante en la coordinacion del metal (Rémling, 2013).

Este dominio se caracteriz6 por primera vez en la proteina PleD de C. crescentus, un

regulador de respuesta requerido para la transicion de células moéviles flageladas a células no
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no moviles (Aldrige et al., 1999). Debido a diversos estudios realizados en estas enzimas, se
han ido incrementado el nimero de estas proteinas que estan involucradas en la sintesis del
di-GMP, por ejemplo, las proteinas que contienen estos dominios y que activan la sintesis de
celulosa que es dependiente de di-GMPc (Ausmees et al., 2001). La sobreexpresion de
proteinas que contienen el dominio GGDEF como AdrA de Salmonella entérica serovar
typhimurium, que se es requerida para la formacién de biopelicula en condiciones de
crecimiento en medio enriquecido, mientras que GcpA regula el mismo proceso en
condiciones deficientes de nutrientes (Simm et al., 2004; Garcia et al., 2004) y VCA0956 de
Vibrio cholerae (Camilli & Tischler, 2006), resulta en el incremento de los niveles de di-
GMPc, asi concluyendo que estas enzimas tienen actividad de DGCs.

Estos dominios estan representados en la mayoria de las secuencias de los genomas
de diferentes géneros bacterianos. La presencia de dominios GGDEF en diferentes géeneros
representativos indica que a través de la evolucion se han ido conservando (Galperin, 2004).
Asi la relacion funcion-estructura de dominios GGDEF y proteinas que contienen a estos
dominios pueden dar pardmetros para el entendimiento de no solo la fisiologia si no de
procesos que a través de estas proteinas de sefializacion se pueden entender procesos
metabdlicos y de comportamiento en diferentes condiciones y asi permitir la posibilidad de

cambios para diferentes fines.

Para la regulacion de los niveles intracelulares de di-GMPc, es necesario mantener la
homeostasis de segundo mensajero, debido a que la sobreproduccién podria ocasionar
cambios en la transduccion de sefiales, por tanto, seria perjudicial para la fisiologia del
microorganismo, debido a esto, la regulacion de los niveles del di-GMPc son finamente
controlados a niveles bioquimicos en lo referente a su sintesis y degradacién por DGCs y
PDEs.

La degradacion (hidrolisis) del di-GMPc es catalizada por enzimas denominadas
fosfodiesterasas que contienen dominios EAL (Glu-Ala-Leu) o HD-GYP (His-Asp-Gli-Tir-
Pro) (Dow et al., 2006). Las fosfodiesterasas que contienen el dominio EAL son altamente
especificas para sus sustrato, mostrando una Km baja en el nivel de sub-puMolar y el cual

requiere de iones divalentes como el Mg?* o Mn?* para su funcion (Rao et al., 2008).

16



~ Los dominios EAL catalizan la apertura asimétrica del di-GMPc por la hidrolisis de
un enlace éster, asi formando un dinucledtido lineal 5’-fosfoguanilil-(3°-5%)-guanosina
(pGpG). Diversas estructuras cristalizadas de los dominios EAL han sido caracterizadas,
como la estructura de BIrP1 de Klebsiella pneumoniae (Barends et al., 2009) en la cual
muestra que el aminoacido glutamato puede coordinar un segundo cation divalente (Mn?*),
asi el mecanismo catalitico asistido por dos metales puede ser operativo en la mayoria de las
fosfodiesterasas que contienen dominios EAL (Rao et al., 2008). Sin embargo, se ha
reportado que la mutacion en el aspartato de RocR de P. aeruginosa elimina 30 veces la
actividad de la enzima. Asi la relevancia fisiologica de un segundo sitio de union a otro cation

aln no ha sido elucidada.

Los dominios GGDEF, EAL y HD-GYP estan ampliamente representados en
proteinas de algunas bacterias; mientras que en otras estan ausentes (Tabla 2), sin embargo
se han identificado més 4,200 dominios GGDEF, 2,500 dominios EAL y 200 dominios HD-
GYP en diferentes bacterias ( Ryan et al., 2006).

BACTERIA GGDEF EAL
Aquifex aeolicus 11 8
Bacillus subtilis 4 3
Campylobacter jejuni 2 0
Caulobacter crescentus 11 10
Deinococcus radiodurans 16 5
Escherichia coli 19 17
Lactococcus lactis 0 0
Mesorhizobium loti 32 18
Mycobacterium leprae 3 2
Pseudomonas aeruginosa 33 21
Thermotoga maritima 11 0
Vibrio cholerae 41 22

Tabla 2|NUmero de copias de los dominios GGDEF y EAL en géneros bacterianos. Datos tomados de
Galperin MY et al.. 2001
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Estudios realizados por Seshasayee et al., 2010 en genomas bacterianos en 5674
proteinas con dominios GGDEF, 1805 con dominio EAL y 3769 proteinas hibridas (GGDEF-
EAL), fue notable que la mayoria de los organismos codifican mas para enzimas que solo
poseen dominios GGDEF que enzimas con dominios EAL (Figura 8) y la distribucion
filogenética de las proteinas con dominios GGDEF y EAL en procariotas es muy diverso

encontrdndose en proteobacterias, firmicutes y actinobacterias (Seshasayee et al., 2010).
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Figura 8| NUmero de proteinas GGDEF y EAL presentes en el genoma. (A) Plot del nimero de proteinas
EAL versus el nimero de proteinas con dominio GGDEF codificadas en genomas bacterianos. (B) Plot del
namero de proteinas que contienen dominios GGDEF y EAL versus el nimero total de genes por genoma
bacteriano.

Estudios previos han mostrado que el nimero de proteinas reguladoras, asi como
factores de transcripcion, codificados en el genoma se correlaciona fuertemente con el
tamafio del genoma. Sin embargo, el nimero de proteinas con dominio GGDEF y EAL no se
correlaciona en gran medida con el tamafio del genoma, debido a que la mayoria de los
genomas (64%) codifica para menos de aproximadamente 2000 genes en total que no
contienen estas proteinas, mientras que los genomas mas grandes (85%) codifican para al
menos una. En contraste, el nimero de proteinas GGDEF y EAL no estan relacionados con
el nimero de genes totales debido a que el di-GMPc regula solo un limitado grupo de
complejas redes, posiblemente accesorias, funciones como la activacién de la movilidad o
adhesidén como ya se ha descrito. EI nimero de genes involucrados en el recambio del di-
GMPc probablemente depende del nimero de sefales, en las cuales pueda responder
(Seshasayee et al., 2010).
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Del mismo modo, las proteinas diguanilato ciclasas y fosfodiesterasas especificas de
di-GMPc estan regularmente asociadas con dominios accesorios como REC, PAS, GAF,
BLUF, NIT (Figura 9) y dominios de union a ADN como los HTH, y por tanto, esta
evidencia lleva a que estos dominios accesorios tienen una funcion reguladora (Schirmer &
Jenal, 2009). Por ejemplo, en un estudio realizado mostré que el oxigeno regula
positivamente la actividad de fosfodiesterasa de PdeAl de Gluconacetobacter xylinus a

través de un dominio PAS, que contiene un grupo hemo (Chang et al., 2001).

Se propone que la union al ligando crea un cambio conformacional que afecta la
transmision de la sefial al dominio C-terminal. Esta diversidad de dominios de entrada
probablemente refleja un rango amplio de sefiales del entorno que estimula la respuesta en la
bacteria (Galperin et al., 2004).

Signal

-m;—m#- GGDEF =
=
HAMP— GGDEF =—

Figura 9| Organizacion modular de las DGCs y PDEs. Organizacion modular de diferentes dominios
implicados en la deteccion de una amplia variedad de sefiales, unidos a dominios de las DGCs y PDEs
(Galperin et al., 2005).

Por tanto, pareciera que estos dominios posibilitan a la bacteria a detectar una

variedad de estimulos ambientales mayor en bacterias de vida libre (Galperin et al., 2004).

Los dominios GGDEF y EAL (activos o inactivos) se pueden encontrar en la misma
cadena polipeptidica. Por ende, dado a su papel de segundo mensajero, que los niveles
intracelulares de di-GMPc estén altamente regulados (Stock, 2007).
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I1.5 La sefializacion del di-GMPc regula la transicion de un estado planctonico
a un estado sesil
Dentro de los procesos que regula el di-GMPc, es la transicion de estilo de vida

plancténico a uno sésil o sedentario.

Las concentraciones intracelulares de di-GMPc pueden ser facilmente moduladas por
la expresion de las proteinas con dominios GGDEF y EAL. Asi el control del nivel de
concentracion del di-GMPc puede establecerse una correlacién entre los niveles del di-GMPc
y el comportamiento bacteriano (Simm et al., 2004). En Salmonella entérica typhimurium
altas concentraciones de di-GMPc estimula la formacion de biopelicula, la produccion de
componentes de adhesion a superficie, como la celulosa, “curli”, fimbrias, suprimiendo asi
la movilidad (Kader et al., 2006; Simm et al., 2004). En contraste bajas concentraciones de
di-GMPc inhiben la formacion de biopelicula y produccion de componentes de adhesion a
superficies, y estimula la movilidad swimming y swarming. Esta correlacion entre altas
concentraciones de di-GMPc y formacion de biofilm y bajas concentraciones de di-GMPc y
motilidad ha sido establecida por la expresion de proteinas con dominios GGDEF y EAL
(Figura 10).

Este mecanismo de regulacion de la transicion de una etapa multicelular (biopelicula)
a estado planctonico o viceversa, asi se puede establecer que el di-GMPc regula dos estados
fisioldgicos diferentes. Sin embargo no todos estos procesos que se establecen en la
biopelicula son totalmente regulados por el di-GMPc ya que la transicién al estado de
biopelicula requiere de interacciones célula-célula, diferenciacion morfologica (Fraser,
1999)

Observaciones experimentales han determinado que el desarrollo sofisticado de la
arquitectura de la biopelicula multicapa, se requiere de la regulacion de la movilidad mediada
por flagelo o pilis tipo 1V lo cual es regulado a nivel celular. EI concepto de regulacion dentro
de la sefializacion del di-GMPc puede ser sustancialmente diferente en células individuales
asi como las que se encuentran embebidas en una matriz extracelular. Asi, la sefializacion del
di-GMPc puede determinarse dependiendo de los parametros ambientales en los que se

encuentre la célula.
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Figura 10| Concepto de regulacion del metabolismo del di-GMPc y sefializacion. (A) Altos niveles
de di-GMPc promueven el sedentarismo promovido por la produccion de componentes de la matriz
extracelular, como polisacaridos, fimbrias. EI medio ambiente también puede promover los altos niveles
de di-GMPc. Inversamente, bajos niveles de di-GMPc promueven la movilidad (Swimming, swarming,
twitching) y virulencia. (B) regulacion de la sefializacion del di-GMPc a nivel celular. Las células se
adhieren a la superficie y puede mostrar varias concentraciones de di-GMPc dependiendo de si puede
promover la movilidad o produccion de matriz extracelular. La sefializacion del di-GMPc fue basada en
las observaciones realizadas por Klausen et al., quien describi6é los requerimientos de la movilidad
individual de las células para el desarrollo de una arquitectura sofisticada en la biopelicula (Rémling
&Amikam, 2006).

Asi mismo, en la red sefializacion del di-GMPc y la regulacion del proceso de
formacion de biopelicula, existen dominios sensores asociados a los dominios GGDEF y

EAL, sugiriendo asi que las concentraciones de di-GMPc son controladas por un sistema de

sefializacion multicomponente ( Galperin et al., 2001; Chang et al., 2001).

Estudios recientes han demostrado que diversos géneros bacterianos emplean
concentraciones no letales a niveles sub-micromolares de NO como agentes de sefializacién
para controlar diversos procesos como la formacion y dispersién de la biopelicula, movilidad,

simbiosis y quorum sensing.
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Interesantemente, el grupo de Kjelleberg ha mostrado que el NO media la actividad
de fosfodiesterasa para el proceso de dispersion de la biopelicula en Pseudomonas
aeruginosa (Barraud et al., 2009), mientras que un rol directo de la sefializacion de H-
NOX/NO controla la formacién de biopelicula en el patdgeno oportunista Legionella
pneumophila (Plate & Marletta, 2014).

Los dominios H-NOX (pos sus siglas en inglés heme-nitric oxide/ oxygen binding)
forman parte de una familia de hemoproteinas sensoras de NO que unen este gas diatdbmico
tanto afin como selectivamente (Boon et al., 2005; Boon et al., 2006).

Estas proteinas se encuentran asociadas a proteinas de sefializacion que por lo general
se encuentran acopladas a operones H-NOX en conjunto con diguanilato ciclasas (DGCs) y

fosfodiesterasas (PDES), las cuales regulan los niveles de di-GMPc.

Estudios bioinformaticos han revelado que diversos efectores pueden estar asociados
a H-NOX, incluyendo proteinas aceptoras de grupos metilo (MCPs), cinasas histidinicas y
diguanilato ciclasas (lyer et al., 2003). Estudios bioquimicos indican que proteinas con
dominios H-NOX unidos a NO es capaz de regular la actividad enzimatica de los efectores

asociados en diversas especies (Price et al., 2007).
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I11. Antecedentes Directos

En el laboratorio Interaccion Bacteria-Planta del ICUAP-CICM, se identifico a partir
de una banca gendmica de A. brasilense Sp7, una secuencia codificante de una DGC putativa
(Xiqui et al., 2008). El gen correspondiente a la secuencia codificante fue nombrado dgcA
(diguanilato ciclasa A). Partiendo de estos datos Moreno en 2011 realiz6 un estudio sobre la
participacion de dicho gen en la formacion de biopelicula en A. brasilense Sp245. Los datos
obtenidos no fueron estadisticamente significativos, por que concluy6 que otras DGCs y
PDEs podrian estar implicadas en el proceso. Por tanto, se decidio analizar a las proteinas

DGCs y PDEs podrian estar participando y regulando la poza intracelular de di-GMPc.

Pstl EcoRV EcoRV Sall EcoRI
| . | | | | 19kb
- 6.14kb
DGC | AAT3 CobD HSasa

Figura 11| Mapa genético de las secuencias de DGC, ATT3, Cob D y HSasa. Se muestra el esquema del
fragmento que contiene la secuencia de genes putativos para las enzimas: Homoespermidina sintasa (HSasa),
Diguanilato ciclasa, Aromatico aminotransferasa (AAT 3), Proteina de sintesis de cobalamina (Cob D) (Xiqui
et al., 2008)

Asi mismo se esxtudid la diguanilato ciclasa DgcA que afecta a la formacion de
biopelicula (59%) y la produccion de exopolisacaridos EPS (29%) de manera parcial
(Romero-Osorio, 2012). También se analiz6 el papel del NO producido de manera endégena
en la formacion de biopelicula, en las cepas de A. brasilense Sp245 y la mutante isogénica
napA::Tn5; Fajl64, desprovista de la actividad de la nitrato reductasa periplasmica
(Nap),esta mutante solo genera 5% de NO, en comparacién con la cepa silvestre, cuando
crece en medios con nitrato (NOs’), o amonio (NH4"), como fuentes de nitrégeno. La
produccion de biopelicula se determino por la técnica de cristal violeta y marcando a las
células con la proteina verde fluorescente (GFP). En ambos métodos se observo que la
mutante produce menos del 50% de biopelicula que la cepa silvestre. La adicion de un
donador de NO al medio de cultivo mostré que el NO incorporado de manera exdgena

modificd en la mutante la produccién de biopelicula, en el cultivo creciendo en presencia de
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NOs, indicando que la actividad de Nap regula de manera positiva la formacion de
biopelicula en A. brasilense Sp245.

Los datos obtenidos indicaron que el NO funciona como una molécula sefial en la
primeras etapas de la formacion de la biopelicula en A. brasilense Sp245 (Arreubarrena di
Palmaetal. 2013).

Para la continuacion con el estudio de los mecanismos de sefializacion que conllevan
a la formacion de biopelicula y con los antecedentes descritos y el analisis bioinformatico del
genoma de A. brasilense Sp245 (Wisniewski-Dye et al., 2011).Empleando las secuencias de
ChsA 'y DgcA, el analisis arrojo que en el genoma de la cepa A. brasilense Sp245 existen 31
proteinas que ostentan estos dominios. Debido a esto, el trabajo continuara a analizar algunos
ORFs que contengan el dominio GGDEF y su contexto genético, para realizar un estudio que
permita elucidar la participacion de estas proteinas putativas en la interaccion de

Azospirillum-planta.
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V. Justificacion

El sistema de sefalizacion celular en bacterias dependiente del di-GMPc ha tomado
importancia debido a que es un regulador central de diversas funciones celulares. Debido a
que Azospirillum es una bacteria PGPR (Rizobacteria Promotora del Crecimiento de la
Planta), es importante estudiar los genes que codifican para las proteinas con actividad de
Diguanilato ciclasas y fosfodiesterasas, las cuales son enzimas reguladoras de las
concentraciones intracelulares del di-GMPc, en la cual la regulacion esta finamente

controlada por las acciones inversas de estas proteinas.

Asi mismo es importante el estudio del fenotipo dado por la regulacion de los niveles
de di-GMPc modulados por DGCs y PDEs a través de su activacion por la deteccion de
diversas sefiales ambientales, dado a que Azospirillum se encuentra en un ambiente altamente
competitivo, es importante elucidar la participacion de estas proteinas en los diferentes
procesos los cuales son clave para la colonizacién de la planta.

V. Objetivos
V.1 Objetivo general

+ Determinar el fenotipo dado por las diguanilato ciclasas C (DgcC) y B (DgcB) en A.
brasilense Sp245, A. brasilense 4189-B y A. brasilense 102-C

V.1.1 Objetivos particulares

+ Determinar el crecimiento en A. brasilense Sp245 y la mutantes A. brasilense Sp245-
4189B y A. brasilense Sp245-102C

+ Realizar pruebas de movilidad en distintos quimioatrayentes
w Efectuar ensayos de produccion de biopelicula y produccion exopolisacaridos

w+ Determinar la actividad de aerotaxis
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V1. Material y Métodos

V1.1 Material biolégico

Cepa Descripcion Referencia
Azospirillum brasilense ~ Cepa silvestre. Obtenida del Baldani et al., 1986
Sp245 laboratorio INTA Balcarce,
Arg.
Azospirillum brasilense Contiene el gen Osorio,2012
Sp245-4189B dgcB::TcR
Azospirillum brasilense Contiene el gen Fernandez, 2013
. _emR
Sp245-102C dgcC::gusA-Sm
(Direccion 5°-37).
V1.2 Métodos

V1.2.1 Condiciones de cultivo

Las cepas A. brasilense Sp245 y la cepa mutante A. brasilense Sp245-102C generada
se cultivaron en medio minimo y selectivo: K-Malato, K-lactato y rojo Congo, se crecieron
a 30°C.

Para ensayos de movilidad, se realiz6 en medio minimo adicionando diferentes
guimioatrayentes (Succinato, Lactato, Piruvato, Malato, Fructuosa, Prolina, Glutamato,
Gluconato y Fumarato) a una concentracion de 34 mM, y una concentracion de agar de 0.2%,
se incubaron a 30°C, se realizaron tres ensayos independientes para ambas cepas A.
brasilense Sp245 y A. brasilense 102-C durante 48 h.

Para la determinacion de biopelicula y exopolisacaridos, se utilizdé medio NFb
adicionado con 13.8 mM de NH4Cl y 13.8 mM de KNOgz, como fuentes de nitrégeno, con

una relacion de carbono-nitrogeno igual a 2 (Arruebarrena, et al., 2012).
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Para los ensayos de aerotaxis se utiliz6 medio NFb con 13.8 mM de NH4Cl y 13.8
mM de KNOgz, como fuentes de nitrdgeno, con una relacion carbono-nitrégeno igual a 2
(Arruebarrena, et al., 2012).

Para la determinacion del crecimiento, se utilizd6 medio minimo K-Malato. En
matraces Erlenmeyer de 250 ml con un volumen de 50 ml, se inocul6 con un pre-cultivo de
las cepas a evaluar y se justo a una DOeoonm de 0.01.Se tomaron muestras de 0-12 hrs cada

tres horas, a partir de las 13 h se midieron cada hora hasta las 24 hrs.
Antibiotico utilizado en este trabajo: Streptomicina (Sm) 50mg/ml.
V1.2.2 Ensayos de movilidad

Partiendo de un indculo en medio D, a una DOgoonm de 0.96-1.1, se centrifuga 1 ml de
cultivo a 6,000 rpm y se concentra 10 veces, se toman 5 pl y se colocan en la placa de medio
minimo (Base K) adicionada con diferentes quimioatrayentes ([34 mM]) en agar suave
(0.2%), a las 48 h en ambas cepas A. brasilense Sp245 y A. brasilense 102-C, se determiné
el didmetro de los anillos quimiotacticos generados, efectuando por triplicado e

independientes los ensayos.
V1.2.3 Determinacion de la produccion de biopelicula

Partiendo de un cultivo en placa de RC, se inoculé 12 ml de medio LB*, con 1-3
colonias de Azospirillum previamente crecidas por 3 dias a 30°C en medio RC. Los cultivos
se llevaron a una DOsgo nm de 1.1-1.4, se centrifuga a 5000 rpm 1 ml del cultivo y se
resuspenden con buffer de fosfato pH 7 (BF 66 mM) para obtener una DO de 2, el volumen

de BF se calcula de la siguiente manera:

Vol. BF para re-suspender (ml) = DO cultivo/ DO 2

De esta suspension que posee una DO= 2, realizar una dilucion 1:100 con medio NFb
(relacion C/N=2).Sembrar en placas (cultivo celular SARSTEDT 24 pozos) con 2 ml de
medio correspondiente, colocar la placa cuidadosamente en la incubadora en condiciones

estaticas, en cAmara humeda, durante 5 dias a 30°C.
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Por cada cepa, realizar dos placas independientes con 3 réplicas por separado con 9
pseudoréplicas, ya que una de estas se utiliza para determinar biofilm por cristal violeta (CV)
y otra para determinar crecimiento total por DO, una vez transcurridos los 5 dias, a la placa
para determinar la formacion de biopelicula , agregar a cada pozo 0.5 ml de CV al 0.5% en
cada pozo y dejar por 30 minutos a temperatura ambiente; se decantan las placa y realizar
dos lavados cuidadosamente, dejar secar para eliminar el agua, para extraer el CV adherido
a la biopelicula, agregar 2 ml de &cido acético al 33%, se resuspende suavemente hasta que
se homogenize la biopelicula, posteriormente tomar 0.2 ml de cada pozo y colocar en una

placa de Elisa, para medir al espectrofotometro a una DOsgonm.

Conjuntamente, para la normalizacion de la produccion de biopelicula, se realiza la

determinacion de proteinas totales por el método de Bradford.

Se homogeniza cuidadosamente cada pozo y se recolectan las células a 8000 rpm
durante 3 minutos de ambas cepas silvestre y mutante; el paquete celular obtenido se lava
con PBS (Buffer de fosfato salino pH 7) y se resuspende en 1ml del mismo, posteriormente
se agrega 2 ml de NaOH 1N para 1 ml de cultivo, se calienta a ebullicion durante 5 minutos,
después de agrega 2 ml de HCI 0.5 N también para 1 ml de cultivo y se homogeniza bien la

muestra, se tiene un volumen final de 4 ml que se recolectan a 10,000 rpm por 3 minutos.

Posteriormente, cada una de las muestras se sonican a una amplitud de 60 Hertz a 5
pulsaciones durante 1 minuto (Si se requiere, prolongar el tiempo de sonicacion a la misma

amplitud y pulsaciones).

Ya sonicadas las muestras se toman 200 ul de la solucién ya sonicada (o la cantidad
necesaria de la muestra), para cuantificar las proteinas se adicionan 200 pl del reactivo de
Bradford, para llevar a 1 ml de volumen final agregar el volumen restante de H.O y

cuantificar al espectrofotometro a 595 nm.
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V1.2.4 Determinacion de unién de EPS a rojo Congo (RC)

La cuantificacion de EPS se determina por la capacidad de unién del colorante
anionico rojo Congo a EPS &cidos, (Modificado de Spiers et al., 2003). Se inoculan 12 ml de
medio LB*, con 1-3 colonias de Azospirillum previamente crecidas por 3 dias a 30°C en
medio RC. Medir DOsgonm. L0S cultivos deben tener una DO590nm de 1-1 a 1.4. Centrifugar
a 5000 rpm 1 ml de cultivo y resuspender con BF (66mM) para obtener una DO de 2.

De esa suspension que posee una DO=2, realizar una dilucion 1:100 con medio NFb
(relacion C/N=2), sembrar en tubos de 3 ml de medio correspondiente. Colocar los tubos a
incubar en condiciones estaticas, en cAmara himeda, durante 3 dias a 30°C. Transcurridos 3
dias, recolectar las células y EPS por centrifugacién a 10, 000 rpm por 3 minutos. Lavar el

paquete celular con 1 ml de medio.

Resuspender el paquete lavado en 1 ml de medio NFb (adicionado con KNO3 6 NH4Cl
a una concentracion de 13.8 mM), adicionar una solucion de RC a 40 pg/ml e incubar 2 h a
30°C con agitacion a 200 rpm. Recolectar las células y los EPS por centrifugacion a 13, 000
rpm por 5 minutos. Leer el sobrenadante a una DOasgonm. Para cuantificar los miligramos de

RC unido a las células, se realizan lo siguiente:

Leer 1 ml con 40 pg/ml, a un DOagonm cOnjuntamente con las muestras a evaluar.

Teniendo la absorbancia determinada de los pg/ml de RC en el sobrenadante,

40 ug/ ml---1.3 DO490nm
X - 0.7 DO490nm
X=21.53 pg/ml en el sobrenadante

Con los pg/ml del sobrenadante se resta a lo de los 40 pg/ml que se colocaron a todos los
tubos.

40 pg/ml- 21.53 pg/ml=18.46 pg/ml unidos a EPS

Con este dato se relaciona con la cantidad de proteinas totales del cultivo.
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V1.2.5 Determinacion de actividad de aerotaxis

Partiendo de un in6culo en medio D, a una DO600nm de 0.96-1.1, se centrifuga 1 ml
de cultivo a 6000 rpm, se toman 10 pl y se colocan en tubos de medio NFb con 13.8 mM de
NH4Cl y 13.8 mM de KNOz, como fuentes de nitrégeno, con una relacion carbono-nitrégeno
igual a 2, con agar suave (0.2%), se incuban a 30°C, en condiciones estaticas, a las 72 h se
mide el desplazamiento de las cepas A. brasilense Sp245 y cepas mutantes , para obtener el
desplazamiento se mide desde el menisco hacia abajo, en donde se encuentre la formacion

de la banda aerotéctica, se efecttan los ensayos por triplicado, independientes.

V1.2.6 Determinacion de crecimiento

Se parte de un pre-cultivo en medio K-Malato con 5 ml de volumen con 1-3 colonias
de una placa de RC previamente incubadas a 30°C por 48 h de las cepas A. brasilense Sp245

y las cepas mutantes.

Se inoculan matraces Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de volumen con el pre-cultivo,
con las cepas a evaluar, se ajusta cada uno a una DOgoonm de 0.01. Posteriormente se toman
muestras de 0-12 h, con intervalo de tres horas, a partir de la 13h tomar muestra cada hora
hasta las 24h. Las muestras fueron evaluadas por espectrofotometria y por nimero de

colonias (UFC) en medio rojo congo.
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V1.3 Esquema de Trabajo

Estudio
fenotipico

A. brasilense Sp245

— A. brasilense 4189-B
A. brasilense 102-C

Malato
J; Succinato
. Lactato
Determinar movilidad en Piruvato
diferentes quimioatrayentes Prolina
Fumarato
Glutamato
Fructuosa
\ Gluconato
Andlisis en dos fuentes Determinacion de formacion
de Nitrogeno NFb de biopelicula y produccién
NH4Cl / KNOs3 de EPS

!

l Determinacion de actividad de fuentes de Nitrégeno

aerotaxis NFb NH4Cl / KNO3

!

l Determinacién de Crecimiento 1

l Analisis en dos
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VII. RESULTADOS
VI1.1 Andlisis in silico del gen dgcB

El CDD de NCBI y ScanProsite de EXPASYy se analiz6 la secuencia aminoacidica de
la proteina DgcB, se localizaron los dominios conservados de la proteina (Figura 12), el
analisis indica que la proteina DgcB contiene el dominio MHYT, que consiste en seis
segmentos transmembranales que estdn proyectados hacia la cara externa de la membrana
citoplasmatica, que se encuentra en los sensores de tipo cinasa histidinica, la funcion de este
dominio adn no se ha elucidado, debido a su topologia, indica que los residuos conservados
podrian coordinar iones cobre sugiriendo un rol en el sensado de Oz, CO y NO, se encuentra
también un dominio PAS-PAC, el cual es un dominio sensor que esta relacionado con
sistemas de transduccion de sefiales, el cual detecta O, voltaje, potencial redox e
hidrocarburos aromaticos, acoplados a estos dominios sensores se encuentran los dominios
GGDEF y EAL que se encuentran conservados en diguanilato ciclasas y fosfodiesterasas, lo

cual probablemente se trate de una proteina bifuncional.
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Figura 12]Andlisis in silico de la proteina DgcB putativa. (A) Secuencia de aminoacidos de la DgcB
putativa que esta constituida por 794a.a. (B) Estructura de los dominios conservados presentes en la proteina
DgcB putativa (MHYT, PAS, GDEF y EAL).
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VI1.2 Andlisis de movilidad en A. brasilense Sp245 y A. brasilense 4189-B

La movilidad en la cepa silvestre y la cepa mutante 4189-B se analizé en diferentes
quimioatractantes como fuente de carbono con una concentracion de 34 mM, el andlisis de
movilidad en medio con Prolina el halo de desplazamiento que presenta de la cepa silvestre
y la cepa mutante A. brasilense 4189-B es de 8.13 cm y 3.4 cm respectivamente, teniendo asi
un 41.82% de disminucion en la cepa mutante. En tanto, en malato el desplazamiento en la
cepa silvestre es 5 cm y en la cepa mutante 2.7 cm, el porcentaje de disminucion es del 54%
con respecto a la cepa silvestre (Figura 13).

A. brasilense  A. brasilense A. brasilense  A. brasilense
4189-B Sp245 Sp245 4189-B

Figura 13| Movilidad en placa de A. brasilense Sp245y A. brasilense 4189-B. Placas con agar semisélido
0.2%. A) Desplazamiento en malato a las 48 hrs de inoculacién. B) Desplazamiento en piruvato a las 48
hrs de inoculacion.

Se analiz6 la movilidad en otros quimioatractantes (concentracién 34 mM), en el cual
se observa que también se muestra una disminucion de la movilidad en la cepa mutante A.
brasilense 4189-B con respecto a la cepa silvestre, los resultados obtenidos se muestran en
la grafica 1, en donde se puede observar el decremento en los diferentes compuestos
analizados, asi observando que el fenotipo de la movilidad en la cepa A. brasilense 4189-B
muestra diferencia significativa en comparacion con la cepa silvestre, todos los datos son

estadisticamente significativos excepto en malato y lactato.

La diferencia de longitud de desplazamiento en cada uno de los quimioatractantes se
muestra en la gréfica 2, el desplazamiento se muestra en porcentaje que es relativo a la cepa

silvestre (se muestra como 100%), y la mutante con respecto a la cepa silvestre.
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M A. brasilense 4189-B 2.7 3.66 2.46 2.26 2.2 1.8 1.73 3.4 3.4

Gréfica 1| Movilidad en placa de A. brasilense Sp245 y A. brasilense 4189-B. Movilidad realizada con distintos quimioatractantes
a 48 hrs. Las barras de error representan desviaciones estandar de datos de tres repeticiones independientes. El valor de P representado
es significativamente estadistico, * Representa una diferencia estadistica.
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Gréfica 2| Porcentaje de movilidad en placa de A. brasilense Sp245 y A. brasilense 4189-B. El promedio del
desplazamiento en placa es expresado en porcentaje relativo de la cepa silvestre (definido como el 100%) y la
mutante con respecto a la cepa silvestre. Las barras de error representan desviaciones estandar de tres repeticiones

independientes.
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VI11.3 Andlisis de formacion de biopelicula

El andlisis de la capacidad de formacion de biopelicula se evalué en dos diferentes
fuentes de nitrogeno, utilizando medio NFb suplementado con KNOs y NH4CI
independientemente cada uno con una relacion C/N=2, la formacion se biopelicula se
cuantifico por medio de CV. Los datos obtenidos en la cepa mutante A. brasilense 4189-B se
muestran incrementados comparados con la cepa silvestre A. brasilense Sp245, sin embargo

en ambas fuentes de nitrégeno no existe diferencia estadisticamente significativa (Grafica 3).

Formacion de biopelicula

A. brasilense Sp245 W A. brasilense 4189-B
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Nitrato Amonio
‘ A. brasilense Sp245 4.6685 1.6616
‘ M A. brasilense 4189-B 5.6632 2.8133

Gréfica 3| Formacion de biopelicula en condiciones estaticas de crecimiento en A. brasilense Sp245 y
la mutante A. brasilense 4189-B. A. brasilense Sp245 y la cepa mutante fueron cultivadas por 3 dias en
placas de poliestireno de 24 pozos en medio NFb suplementado con 13.8 mM de NH4Cl y 13.8 mM de
KNOs; como fuente de nitrogeno, se cuantifico por cristal violeta. La biopelicula se normaliz6 con
crecimiento celular. Los valores dados representan 3 ensayos independientes con cuatro replicas cada uno.
Los datos no son estadisticamente significativos.

Se estimo0 la capacidad de formacidn de biopelicula a las 72 h donde el anclaje ya se
muestra mas fuerte. Las dos fuentes de nitrogeno fueron introducidas al medio para observar
el fenotipo de biopelicula bajo estas condiciones. En la Grafica 3 podemos observar que la
mayor produccion es en nitrato con respecto a amonio. Debido a esto, la capacidad de

formacion de biopelicula se observa mejor en medio adicionado con NOs.
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Las diferencias observadas en la mutante con respecto a la cepa silvestre no son tan
marcadas, sin embargo, el aumento en la mutante 4189-B es de 121.45% relativo a la cepa

silvestre en nitrato, en amonio aumenta un 60.08% con respecto a la cepa silvestre.

VI11.4 Determinacion de produccion de exopolisacaridos (EPS)

La determinacion de exopolisacaridos se analizd por medio de la union al colorante
anionico Rojo Congo, se determind a las 72 h en cultivos estaticos con dos diferentes fuentes
de nitrégeno KNO3s y NH4Cl a una concentracion de 13.8 mM.

Unidn de RC a exopolisacaridos

M A.brasilense 4189-B A. brasilense Sp245
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©
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‘c 150 -
3
£ 100 -
3
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3
O ,
Nitrato Amonio
‘ M A.brasilense 4189-B 306.600649 202.688898
‘ A. brasilense Sp245 338.061093 223.559767

Gréfica 4| Produccidn de exopolisacaridos por unién a RC. La determinacion se realizé en medio NFb
KNO;3;y NH4CI, en condiciones de crecimiento estaticas d las cepas A. brasilense Sp245 y A. brasilense
4189-B. Las barras representan el promedio de tres ensayos independientes, con la desviacién estandar
correspondiente. Los datos presentados no presentan diferencias estadisticamente significativas.

Debido a los resultados obtenidos en la formacién de biopelicula, se determind la
produccién de exopolisacaridos por unién a rojo congo, esto va aunado debido a que los
exopolisacaridos son un componente importante en la biopelicula, los datos obtenidos en

ambas cepas no hay diferencias estadisticamente significativas.
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VI1.5 Andlisis de Aerotaxis

Se estim@ la actividad de aerotaxis con dos fuentes de nitrogeno en KNOsy NH4Cl,
la mutacion de A. brasilense 4189-B una disminucion en la longitud desplazada presentd
diferencia estadistica relevante en el desplazamiento de la banda aerotactica en NH4Cl,
mientras que en KNOs no se observa una diferencia con respecto a la cepa A. brasilense
Sp245 (Grafica 5) (Figura 14).
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Gréfica 5| Aerotaxis de A. brasilense Sp245 y A. brasilense 4189-B. La determinacion de aerotaxis se realizé en
medio NFb suplementado con NH4Cl y KNOs. Los ensayos se realizaron por triplicado independientes. Fig. 14|
Tubos de aerotaxis en NHACI como fuente de nitrgeno.
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VI11.6 Evaluacién de crecimiento

La curva de crecimiento se realizé en medio enriquecido LB* (modificado) en ambas
cepas, la mutacion A. brasilense 4189-B no modificé el crecimiento con respecto a la cepa
silvestre, ya que el tiempo de generacion de la cepa mutante no presenta un retraso

significativo (Gréafica 6).

Curva de crecimiento de A. brasilense Sp245 y A.
brasilense 4189-B en LB*
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Grafica 6] Curva de crecimiento A. brasilense Sp245 y A. brasilense 4189-B. Las lecturas se realizaron a D.O.
600 nm durante 34hrs. Las barras de error representan desviaciones estdndar de datos de tres repeticiones
independientes.
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VIL.7 Andlisis in silico del gen dgcC

Se realizé el analisis in silico de la secuencia de aminoacidos de la proteina DgcC en
CDD de NCBI y ScanProsite de ExPasy, el analisis indica que la proteina DgcC contiene un
dominio REC, dominio receptor de sefial, el cual recibe la sefial a partir de un sistema de
doble componente, contiene un sitio fosfoaceptor (residuo aspartico), el cual es fosforilado
por una cinasa histidinica rio arriba seguido a este mostré un motivo conservado GGEEF una
variacion del motivo GGDEF que caracteriza a las enzimas diguanilato ciclasas (Figura 15y
16).

MRVLIADDTVLMRTMLSEQVASYGHDVILARDGREALNLAQAESFDIAIIDWEMPRLSGLEVCWLLKAD

PRTAYSYLILMTSHDEPFYEMKALDAGADDFIHKPVNRAHLKARLKAGGRITEMHRLLVAQAQTDPLTG
VANRRALLDRAGEEIRRAQRARQPLSLLIADIDHFKRINDSRGHAAGDEALQRFVRTLDGALRPGDLIGRY

GGEEFVVLLPNTALADASVVAERLRQRVASQEMGPDGDSFRMTASFGVAPVAPDAPGGIDDALRTADA

ALYRAKAEGRNRVVPSP
Descripcién Start End
Regulador de RR dominio receptor 2 118
respuesta .
4-aspartil fosfato
D posicién 51
GGDEF Dominio GGDEF 161 294

Figura 15| Analisis in silico de la DgcC putativa. (A) Secuencia de aminoacidos de la DgcC putativa
gue esta constituida por 294 a.a. (B) Posiciones de los dominios REC y GGDEF de la DgcC putativa.

1 50 10 15 i 20 bl

e i, il

dekiue sibe | L4 1 L acklee sibe || | | By
phosphorylotion sibe | dimerizabion inberface 1) webal blnding site |

inberm lecular recomnition site ' [-sife |

Specific hits
Superfanilies | REC superfanily Nucleotidyl_eye_ITT superfanily

Figura 16| Esquema de los dominios conservados en la DgcC putativa. Obtenidos a partir del analisis
en CDD de NCBI.
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V11.8 Analisis del dominio GGDEF conservado de DgcC

En WebLogo Tool se analizé la secuencia de aminoacidos de la proteina DgcC
alineada con la secuencia de aminoacidos de PleD de C. crescentus y WspR de P. aeruginosa
que presentan la misma organizacion modular de dominios, el analisis indica que en las tres
secuencias alineadas se encuentra conservado el dominio GGDEF caracteristico de las

diguanilato ciclasas (Figura 18, 19).

s asnvRai Dwecry GGEEF  vwivie
. pGALRrc D uery GGEEF vvur
c eecsRss D aary GGEEF amvie

Figura 17|Secuencias de dominios GGDEF conservados. A) Secuencia de aminoécidos PleD
de C. crescentus. B) Secuencia de aminoacidos de A. brasilense Sp245. C) Secuencia de
amino&cidos WspR de P. aeruginosa.

El sitio A corresponde al motivo GGDEF, el cual se encuentra conservado en A. brasilense
en relacion con PleD y WspR que ya han sido descritas. Asi, las mayoria de las diguanilato
ciclasas estan sujetas a un mecanismo de inhibicion alostérica, el cual involucra la union del
di-GMPc a un segundo sitio, denominado sitio | caracterizado por el motivo RXXD, el cual
esta separado del sitio A por un conector que comprende cinco aminoacidos, el cual también

se encuentra conservado en A. brasilense.
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Figura 18| Secuencias de dominios conservados de Diguanilato ciclasas. Secuencias provenientes

de C. crescentus (PleD), P. aeruginosa (WspR) y A. brasilense (DgcC). La altura de cada letra refleja
la frecuencia relativa de los aminoécidos correspondientes en cada posicion.
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VI11.9 Andlisis de la movilidad en A. brasilense Sp245 y A. brasilense 102-C

El analisis de movilidad en medio K-malato con agar semisélido (Agar 0.2%) de A.
brasilense Sp245 y A. brasilense 102-C, muestra un halo de movilidad de 5.56 cm y 2.36 cm
respectivamente, con disminucion de la movilidad del 57.5% en la cepa mutante A. brasilense
102-C. Mientras que en lactato el halo de movilidad presenta en la cepa silvestre 4.66 cm y
en la cepa mutante 1.26 cm, teniendo un porcentaje de 59.92%, en medio con fructuosa el
desplazamiento dado en la cepa A. brasilense Sp245 es de 4.66 cm y la mutante 1.26 cm con

un porcentaje del 59.9% de disminucién (Figura 20).

A. | B.

A. brasilense A. brasilense A. brasilense A. brasilense
Sp245 102-C Sp245 102-C

Figura 19| Movilidad en placa de A. brasilense Sp245y A. brasilense 102-C. Placas con agar semisdlido
0.2%. A) Desplazamiento en fructuosa a las 48 hrs de inoculacion. B) Desplazamiento en lactato a las 48
hrs de inoculacién.

Se probaron diferentes fuentes de carbono (Aminoacidos, AzUcares y é&cidos
organicos), como quimioatractantes: Prolina, Fumarato, Gluconato, Succinato, Glutamato y
Piruvato a la misma concentracion (34mM) con 0.2% de agar suave para la cepa silvestre y
la cepa mutante A. brasilense 102-C, los resultados se muestran en la gréafica 1, en donde se
observa la disminucion de la movilidad en los diferentes quimioatractantes, asi observando
que el fenotipo dado por la mutante A.brasilense Sp245-102C es disminuido, todos los datos

son estadisticamente significativos excepto en el medio con Prolina.

La disminucion del desplazamiento de los anillos quimiotacticos en los diferentes
quimioatractantes evaluados se muestra en la grafica 2, donde el desplazamiento es expresado
en porcentaje relativo a la cepa silvestre (definido como 100%) y la mutante con respecto a

la cepa silvestre.
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Gréfica 7| Movilidad en placa de A. brasilense Sp245 y A. brasilense 102-C. Movilidad realizada con
distintos quimioatractantes a 48 hrs. Las barras de error representan desviaciones estandar de datos de tres
repeticiones independientes. El valor de P representado es significativamente estadistico, * Representa una
diferencia estadistica.
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Gréfica 8| Porcentaje de movilidad en placa de A. brasilense Sp245 y A. brasilense 102-C. EI promedio del
desplazamiento en placa es expresado en porcentaje relativo de la cepa silvestre (definido como el 100%) y la
mutante con respecto a la cepa silvestre. Las barras de error representan desviaciones estandar de tres repeticiones
independientes.
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El fenotipo obtenido en la cepa silvestre nos indican que los compuestos evaluados

algunos parecen ser mejores quimioatractantes (compuestos que pueden metabolizarse), en

cuanto a la cepa A. brasilense 102-C la disminucién que presenta en la movilidad, podria

deberse a la mutacion que presenta.

V11.10 Analisis de formacién de biopelicula

Las cepas Azospirillum brasilense Sp245, y la cepa mutante A. brasilense 102-C

fueron analizadas para determinar la habilidad de producir biopelicula en dos fuentes de

nitrégeno, utilizando medio NFb suplementado con KNOsy NH4Cl con una relacion C/N=2,

en condiciones estaticas de crecimiento, y cuantificado con cristal violeta. La cantidad de

biopelicula producida en cada fuente de nitrogeno fue significativamente diferente.

Formacion de biopnelicula
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Gréfica 9] Formacion de biopelicula en condiciones estaticas de crecimiento en A. brasilense Sp245 y
la mutante A. brasilense 102-C. A. brasilense Sp245 y la cepa mutante fueron cultivadas por 5 dias en
placas de poliestireno de 24 pozos en medio NFb suplementado con 13.8 mM de NH4Cl y 13.8 mM de
KNO3 como fuente de nitrégeno, se cuantificé por cristal violeta y normalizado por miligramo de proteina.
Los valores dados representan 3 ensavos independientes con cuatro replicas cada uno.
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En medio suplementado con NH4ClI, la formacion de biopelicula se encuentra
disminuida en la cepa mutante en comparacion con la silvestre, se evalud la formacion de

biopelicula a las 120 hrs donde la adherencia fue mas fuerte (Grafica 9).

La mayor formacién de biopelicula se observd en medio NFb KNO3s, mostrando que
la cepa silvestre tiene mayor capacidad de formacion de biopelicula en este medio teniendo
un 55.18% de disminucion, en cuanto a la disminucion de la cepa mutante 102-C con respecto
a la silvestre es de (Gréfica 9), que en el medio NFb NH4CI, sin embargo, la formacion de
biopelicula en ambas fuentes de nitrégeno es significativa en las dos cepas. Las diferencias
observadas entre cada cepas tanto en KNO3z y NH4Cl son significativamente marcadas, asi lo
datos presentados en la grafica 9 son estadisticamente significativos en ambas fuentes de

nitrégeno.
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VI11.11 Analisis de Aerotaxis

Se determino la actividad de aerotaxis en medio suplementado con NO3 y NH4 como
fuentes de nitrogeno, la mutante A. brasilense 102-C presenta un disminucion en el
desplazamiento de la banda aerotactica, asi como también existe una diferencia estadistica
en medio suplementado con NH4CI, a diferencia del medio con NOs que no presenta una
diferencia estadistica relevante, el dato obtenido en la mutacion A. brasilense 102-C

disminuye 69.57% con respecto a la cepa silvestre (Gréafica 10) (Figura 21).
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Grafica 10| Aerotaxis de A. brasilense Sp245 y A. brasilense 102-C. La determinacion de aerotaxis se realizd
en medio NFb suplementado con NH4Cl y KNOs. Los ensayos se realizaron por triplicado independientes. Fig.
20| Tubos de aerotaxis en NH4Cl como fuente de nitrégeno a 24 h.
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VI11.12 Evaluacién de Crecimiento

La curva de crecimiento se realizd en medio con Malato como unica fuente de
carbono en la cepa mutante A. brasilense 102-C y en la cepa silvestre, con los datos obtenidos
se muestra que la mutacion modificé el crecimiento de la mutante A. brasilense 102-C con
respecto a la silvestre, en el cual se observa un retardo del crecimiento en este medio (Gréafica
11).

Curva de crecimiento de A. brasilense Sp245
y A. brasilense 102-C en K-malato
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Gréfica 11| Curva de crecimiento A. brasilense Sp245 y A. brasilense 102-C. Las lecturas se realizaron a D.O.
600 nm durante 34hrs. Las barras de error representan desviaciones estandar de datos de tres repeticiones
independientes.
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VIII. Discusién

Los microorganismos se encuentran en ambientes de constante cambio debido a las
variaciones fisico-quimicas como la temperatura, pH, tensién de oxigeno, disponibilidad de
nutrientes, etc. Los microorganismos por medio de la deteccidn de sefiales responden a los
diferentes cambios, asi su capacidad de supervivencia a entornos competitivos depende de la

respuesta a estos estimulos (Gao & Stock, 2009).

Los mecanismos para responder a distintos estimulos provenientes del medio
ambiente o cambios intracelulares, son mecanismos reguladores complejos en el que
participan sefiales del entorno que son detectadas por proteinas modulares de sefializacion a
través de mecanismos sofisticados de transduccion de sefiales (Galperin et al., 2001). Estos
sistemas de transduccidn de sefiales desencadenan respuestas adaptativas en la célula, los

cuales ha ido adquiriendo a través de la evolucion (Zhulin et al., 2002).

Se ha descrito que diversos nucleotidos ciclicos regulan diversos procesos en la
célula, tales como el adenosin monofosfato ciclico y el guanosin monofosfato ciclico los
cuales regulan el metabolismo de azlcares y la conductancia de canales iénicos, asi el di-
GMPc se ha observado que es un regulador global en bacterias utilizando vias de

transduccion de sefiales complejas hacia respuestas especificas.

Ya que el di-GMPc tiene un papel central definido en eventos fisiologicos de
relevancia como la adaptacion ante diversos estimulos extracelulares asi como intracelulares
en diversos microorganismos ya descritos, ademas de la presencia de las enzimas reguladoras
de este segundo mensajero, se realiz6 un estudio bioinformatico en nuestro modelo de estudio
A. brasilense, que permitio observar el nUmero de genes codificantes para estas proteinas. El
analisis del genoma de A. brasilense Sp245 indicé que contiene 32 genes que codifican
presuntivamente para proteinas con dominios G[GE][EE]DF, de los cuales: 15 genes poseen
los dominios G[GE][EE]DF/EAL, 8 que poseen el dominio G[GE][EE]DF , 3 genes para
EAL y 5 genes para proteinas con dominio HD-GYP, las cuales podrian estar implicadas en
el metabolismo del di-GMPc y la regulacion de diferentes fenotipos en Azospirillum
(Gamboa-Pérez 2014).
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La redundancia de genes codificantes para DGCs asociado con la diversidad de
dominios de deteccion de sefiales, podrian ser funcionales en A. brasilense como estrategia
para su adaptacion, competencia y estancia en la rizosfera, el cual es un ambiente altamente
competitivo debido a la alta actividad microbiana y en donde las condiciones son muy
variadas. Por tanto, nos parecio relevante iniciar estudios de mutacion con el fin de elucidar
la funcion en la produccion de biopelicula y quimiotaxis in vitro de las mutantes dgcB::TcR
(A. brasilense 4189-B) y dgcC::smR (A. brasilense 102-C). Como un primer acercamiento
al estudio sistematico de los genes, se analizaron dos mutaciones obtenidas por insercion de
casetes de resistencia en trabajos previos (Romero-Osorio 2012, Fernadndez-Dominguez
2013).

El andlisis in silico de la proteina DgcB mostro que esta proteina contiene 7 regiones
transmembrana que le permiten adosarse a la membrana citoplasmética y en donde se
localizan los dominios MHYT, PAS, los cuales estdn relacionados con sistemas de
transduccion de sefiales y acoplados a estos se encuentran los dominios GGDEF-EAL (Figura
21) .

w 1 (A5 }<oGDEF - em _>— PdeB

(B)  its by profiles: [5 hits (by 5 distinct profiles) on 1 sequence]

ruler: 1 100 200 300 400 G0 GO0 F00 G060 Q00 1000

Figura 21| Dominios de la proteina PdeB de S. oneidensis MR-1y la proteina DgcC de A. brasilense
Sp245. (A) Estructura del dominio de la proteina PdeB. Los rectangulos pequefios representan regiones
transmembranales predictas (THMM) (Chao et al., 2013). (B) La proteina DgcB constituida de 794 a.a.,
posee un dominio MHYT, seguido de un dominio PAS/PAC y los dominios GGDEF y EAL, el analisis
de la secuencia de aminodcidos se realizd en ScanProsite de EXPASy.

El fenotipo presentado por la mutacion del gen dgcB presentd disminucién en la movilidad
en presencia de diversos compuestos analizados (Gréafica 1, Grafica 2), como acidos
organicos, azucares y aminoacidos, en el cual se muestra que tiene una fuerte atraccion

guimiotactica por malato seguido de Piruvato, prolina y Gluconato en la cepa silvestre,

mientras que en la cepa mutante A. brasilense 4189-B no se muestra una disminucion drastica
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en el desplazamiento, como se muestra en la proteina PdeB de S. oneidensis MR-1 (Chao et
al., 2013), la cual presenta una organizacién modular de dominios similar al producto de
traduccion del gen dgcB (Fig. 21), no obstante, aunque los ensayos de movilidad realizados
por los autores en S. oneidensis MR-1 no fueron iguales a los aqui descritos, la mutante
ApdeB presentd una disminucion en la movilidad menos alterada a la observada en este
estudio. Ambas mutantes A. brasilense 4189-B y S. oneidensis ApdeB presentaron un
incremento de la formacién de biopelicula, bajo condiciones ésta Ultima en medio rico. La
mutante S. oneidensis ApdeB no mostré diferencias en crecimiento en comparacion con S.
oneidensis MR-1, mientras que A. brasilense 4189-B muestra un retardo en el crecimiento
con respecto a la cepa silvestre (Grafica 6), en medio rico (LB*), medio que contiene una
concentracion importante de NaCl, lo cual probablemente induzca estrés osmético en la
bacteria a diferencia de la cepa silvestre y en donde se observa un retardo de 3 horas de la
fase de latencia, probablemente debido a la ligera adaptacion mayor al medio. De manera
interesante se mostrd que PdeB presenta actividad de fosfodiesterasa y nula actividad de
diguanilato ciclasa (Chao et al., 2013).

Los datos que muestran las formacion de biopelicula (gréfica 3), indican que hay una
mayor produccion de biopelicula se da en medio suplementado con nitrato como Unica fuente
de nitrégeno, que en el medio que contiene amonio como Unica fuente de nitrégeno. En
nuestro grupo de trabajo se establecio que la nitrato reductasa periplasmica de A. brasilense
Sp245, a través de 6xido nitrico (NO) modula de manera positiva la formacion de biopelicula,
a través de la via de desnitrificacion (Arruebarrena et al., 2012). Asi, los datos obtenidos aqui
concuerdan con Siuti et al, (2011), que obtuvieron los mismos resultados en la cepa A.

brasilense Sp7.

Asi mismo en concordancia con nuestros resultados, también se ha descrito que el
NO regula la formacién de biopelicula en Shewanella oneidensis, de manera positiva y se
muestra que incrementa la adhesion celular en presencia de NO ( Plate & Marletta 2012). Sin
embargo, en otras bacterias como Shewanella woodyi y Legionella pneumophila se ha
mostrado que regulan este proceso de manera negativa. Lo que sugiere, que dependiendo de

la bacteria y su estilo de vida la respuesta a NO es diferencial.
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Asi la formacion de biopelicula presentd un aumento en la cepa mutante A. brasilense
4189-B (121.45%) en relacion con la cepa silvestre. El andlisis bioinformatico del producto
de traduccion del gen dgcB indicd que contiene los dominios sensores de sefiales, PAS y
MHYT (Fig. 21), los cuales participan en deteccion de sefiales, de gases diatbmicos como
NO, CO, O, el dominio MHYT podria estar ligando NO que se genera en el medio a través
de la denitrificacion a partir de la respiracion con nitrato, modulando asi la formacion de
biopelicula en Azospirillum (Arruebarrena et al., 2012), que al estar acoplados a los dominios
GGDEF y EAL citoplasmaticos, eventualmente podrian modular su actividad catalitica. Tal
es el caso descrito en S. oneidensis en donde la mutante AhnoB de la PDE incrementa la
formacion de biopelicula (Plate and Marletta 2012). Otro ejemplo es el descrito para la
regulacién de la formacion de biopelicula por NO en Shewanella woodyi MS3. La proteina
SwDGC tiene actividad dual (dominios GGDEF y EAL). Como consecuencia de la actividad
basal de PDE, la concentracion celular de di-GMPc es baja y la célula es mdvil. En ausencia
de NO, SWH-NOX y SwDGC forman un heterodimero, este complejo presenta actividad de
PDE basal y alta actividad de DGC, aumenta la concentracion celular de di-GMPc y la
formacion de biopelicula. En presencia de NO (80 nM), disminuye la actividad de DGC y
aumenta la actividad de PDE, por lo tanto, disminuye el di-GMPc y la formacion de
biopelicula (Liu et al., 2012).

El anélisis de la actividad de aerotaxis mostré que en la mutante A. brasilense 4189-
B (Gréfica 5) requiere de mayor tension de oxigeno para su metabolismo en presencia de
NH4 como fuente de nitrogeno, mientras en NOz no se observé diferencia significativa en la

tension de oxigeno adecuada para su desarrollo en ambas cepas.

Por otra parte, un componente esencial de la matriz de la biopelicula son los EPS, en
los que se ha observado que la ausencia de sintesis y exportacion en algunas bacterias
presentan un fenotipo deficiente en la formacion de biopelicula multicapa. Se realiz6 el
ensayo de produccion de exopolisacaridos por medio de la union al colorante RC, en la
gréfica 4 se observa que la mutante A. brasilense 4189-B la produccion de EPS con respecto
a la cepa silvestre, no presenta una disminucion estadisticamente significativa, lo que sugiere

probablemente poca alteracion en la produccién de EPS.
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Dos escenarios pueden ser considerados para esta aparente discrepancia. ES
importante indicar que varios tipos de EPS pueden participar en la construccion de la matriz,
como se ha descrito en bacterias patogenas: Salmonella enterica serovar Typhi, P.
aeruginosa, Vibrio cholerae, Agrobacterium tumefaciens; asi como en bacterias simbidticas
Sinorhizobium meliloti (Garcia et al., 2004; Ma et al., 2009; Rémling et al., 2013). A la fecha
no se conocen con exactitud los EPS producidos por A. brasilense y podria darse el caso que
el colorante rojo congo detecte sélo una clase de EPS, por lo que bajo las condiciones
empleadas en este estudio no sean las adecuadas para evidenciar la ausencia de solo una clase
de estos componentes importante de la matriz de la biopelicula. O bien que, la presencia de
genes reiterados en el genoma reemplacen la deficiencia de la funcion del gen dgcB ya que

es bien conocido que el di-GMPc regula de manera positiva la produccion de los EPS .

Con los fenotipos obtenidos, la DgcB podria actuar como una fosfodiesterasa, ya que
en la formacién de biopelicula se aprecid poca alteracion. Debido a que no se obtuvo un
fenotipo nulo de movilidad, es probable que la reiteracion de genes permita a la vez
compensar la produccion de los EPS vy la actividad residual observada bajo las condiciones
experimentales de este estudio. Sin embargo, no podemos descartar que el dominio GGDEF
presente actividad de diguanilato ciclasa bajo otras condiciones, asi alternandose ambas
actividades que van a ser dependientes de las sefiales extra e intracelulares asi como de los
requerimientos del microorganismo. Por lo que es fundamental determinar ambas actividades

de la proteina en ensayos enzimaticos que se realizaran en trabajos posteriores.

Por otro parte, se analizé por bioinformatica el producto de traduccion del gen dgcC
que codifica para la proteina DgcC, analisis in silico mostré que contienen los dominios REC
( dominio que es fosforilado, para activar a la enzima) y GGEEF conservados (Figura 16), el
programa WebLogo Tool nos reveld que el dominio GGDEF esta conservado comparandolo
con los dominios GGDEF de las proteinas DGCs PleD y WspR de C. crescentus y P.
aeruginosa respectivamente cuyas actividades cataliticas estdn plenamente establecidas
(Navarro et al., 2009). Este analisis predice de manera significativa que el fenotipo esperado
por la mutante A. brasilense 102-C (dgcC::sm®), corresponderia a la clasica estructura de los
dominios conservados caracteristicos de DGC, por lo que la mutacion conduciria a la

alteracion al menos parcial de la formacion de biopelicula, como ha sido descrito en varias
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respuesta al nivel intracelular aumentado del di-GMPc ( Barraud et al., 2009; Bordelau et
al., 2011; Romling et al., 2013). Sin embargo, para nuestra sorpresa la movilidad muestra
una disminucion dréstica (Figura 19), en la grafica 7 y 8 el crecimiento se reduce en un 59.9%
en lactato y fructuosa, asi también se puede observar que hay una mayor preferencia

quimiotéctica hacia malato, piruvato, fumarato en la cepa silvestre, con respecto a la mutante.

Varias hipdtesis pueden ser sugeridas para explicar este fenotipo aparentemente
controversial: Se ha descrito que la quimiotaxis en A. brasilense Sp7 estd ligada al
metabolismo de la célula, es decir un mejor quimio- atrayente es aquel que es metabolizado
de manera preferencial (Alexandre and Zhulin, 2001), el ensayo de movilidad realizado en
este estudio determina la quimiotaxis y probablemente la redo-taxis ligada al metabolismo.
Por lo cual seria necesario realizar un ensayo temporal de quimiotaxis, como ha sido descrito
por Russell et al. (2013) ya que en esta bacteria estan presentes en el genoma proteinas
receptoras de quimiotaxis con dominios PilZ (Hengge 2009), los cuales unen al segundo
mensajero di-GMPc para vehicular la sefial detectada del entorno y trasmitirla por medio del

sistema de transduccion de sefiales Chel, al motor del flagelo y asi regular la quimiotaxis.

Los datos obtenidos por estos autores mostraron que el receptor Tlpl une a di-GMPc,
esta unién modula la capacidad de las células de navegar en presencia de alta concentracién
intracelular del di-GMPc, esta unién permite a la bacteria desplazarse a sitios donde la
concentracion de oxigeno y de nutrientes sea la 6ptima (Microaerofilia), sus resultado indican
que se ha simplificado el papel del di-GMPc en la transicién de célula movil a sésil, y que el

fendmeno al menos por el momento en A. brasilense seria mas complejo.

Otro aspecto que se debe considerar es el resultado obtenido en relacion a la curva de
crecimiento de la mutante A. brasilense 102-C (grafica 12). En donde se obtuvo un retardo
considerable en crecimiento con respecto a la cepa silvestre, que podria impactar en el ensayo
de quimiotaxis realizado en este estudio. Este dato es similar a lo reportado en C. crescentus
con la DGC, PleD codificada por el gen pleD cuya mutacién afecta la division celular. La
proteina PleD debe de estar fosforilada en su dominio REC adyacente al dominio catalitico,
con la consecutiva activacion de la actividad catalitica y un aumento de la concentracion

intracelular de di-GMPc, y asi regular el ciclo celular, de manera positiva (Chan et al., 2004).
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En trabajos posteriores a este estudio es necesario analizar de qué manera DgcC

regula el ciclo celular.

La participacion del gen dgcC en formacion de biopelicula se muestra en una
disminucion significativa del 55.18% en la cepa mutante A. brasilense 102-C, y regular la
formacion de biopelicula, por otra parte la capacidad de formacion de biopelicula también se
presenta en medio adicionado con KNOs. Debido a que la formacion de biopelicula en medio
NFb KNOs, se corrobora que el metabolismo de la bacteria, a través de la via de
denitrificacion y generar NO enddgenamente promueve la formacién de biopelicula: el NO
es una molécula importante dentro de la sefializacion celular, debido a que regula diferentes
procesos, uno de ellos la formacion de biopelicula en procariotas, como ya fue descrito en
Azospirillum (Arruebarrena et al., 2012). Durante la formacion de biopelicula se observé
agregacion de la mutante A. brasilense 102-C, bajo las condiciones normales, tomando en
cuenta estos datos la formacion de agregados podria haberse dado debido al aumento de
polisacaridos extracelulares (Sadasivan and Neyra 1985), asi también en Azospirillum podria
haber conducido a la formacién de agregados en presencia de NO, ya que se ha reportado
que concentraciones del rango de nanomolar de NO, tiene un efecto de estrés nitrosativo y
como mecanismo de defensa se promueve la agregacion celular (Barraud et al. 2009).

Los fenotipos presentados por DgcC indicaron que esta regulando la quimiotaxis bajo
las condiciones de cultivo aqui ensayadas y la formacién de biopelicula, sin embargo, con
los datos obtenidos apuntan a que la proteina DgcC no actla como una diguanilato ciclasa
“clasica”. Por otra parte, atin desconocemos la regulacion de estos proceso y como se integran
en nuestro modelo de estudio. Asi, la variabilidad significante de la mayoria de los dominios
de deteccion de pequefias moléculas parece permitir diferentes sistemas de activacion de di-
GMPc y responder a distintas sefiales ambientales y celulares (Seshasayee et al., 2010),
proporcionando mecanismos de adaptacién al entorno de manera rapida y eficaz. Es
pertinente indicar que debido a la reiteracion de genes presentes en el genoma que codifican
para estas proteinas de sefializacion multidominio y a la complejidad de las vias de

transduccion la interpretacion de los resultados aqui presentados es preliminar.
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IX. Conclusiones

El gen dgcB de A. brasilense Sp245 es funcional y actia de manera presuntiva como
PDE bajo las condiciones estudiadas.

En gen dgcC de A. brasilense Sp245 es funcional y regula de manera positiva la
quimiotaxis y la formacion de biopelicula, bajo las condiciones estudiadas.

X. Perspectivas

Caracterizacion de la actividad de PDE B

Complementar la mutante A. brasilense 4189-B
Caracterizacion de la actividad de diguanilato ciclasa (DgcC)
Complementar la mutante A. brasilense 102-C

Estudiar el efecto de la mutacion A. brasilense 102-C en presencia de exudados
radiculares.

Analizar la capacidad de colonizacién y competencia de la mutante A. brasilense
102-C en asociacion con la planta.
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Anexo

Preparacion de Medios de Cultivo

Medio

Rojo congo

Una de las caracteristicas fenotipicas mas ampliamente usada para el conocimiento
tentativo del género Azospirillum es el color rojo escarlata que toman las colonias al crecer

en un medio adicionado del colorante rojo congo.

1.-D.L Mélico 5.0g
2.-Extracto de Levadura 0.5¢
3.-Kz2HPO4 0.5g
4.-Mg SO4 7H0 0.29
5.-NaCl 0.1g
6.-FeClz (cloruro de fierro) 1.4ml 1%
7.-Naz MO 2H,0 0.002g
8.-KOH (hidroxido de potasio) 4.89
9.-Agar bacterioldgico 1.5%
10.- pH 6.8
11.-Rojo congo 5 ml (1/400)
Esterilizar a 15 L, 121°C durante 20 minutos.

Medio D (Difco)
Para 1000 ml
*Nutriente Broth (Caldo Difco) ------------ 8.00g
*MgSO4s*7TH20 ------------mmmmmo- --0.25g
*KC1*4H>0 et --1.00g
Y 1T P —— 0.01g

Notas:
w Ajustar el pH a 6.8 con KOH al 20 %

w Para preparar medio solido, utilizar el agar al 1.5%

w Esterilizar a 15 Lb, 121° C durante 20 minutos.
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Medio K-Malato

Base para 1000 ml

1.- KH2PO4 (Fosfato de potasio monobésico) ------------ 0.87¢g
2.- KoH PO4 (Fosfato de potasio bibasico ----------------- 1679
3.- MgSO4 (Sulfato de magnesio) -----------==--=--=--=---- 0.29¢
4.- NaCl (Cloruro de sodi0) -------==-=====nmmmmmmmmmmmmmmen 0.48¢g
5.- Acido MAliCO -----=m-==mmmmmmmemmem e e 4.5326
6.- Ajustar pH con KOH a 6.9

7.- Agar bacteriol0giCo -------=-=-=-=mmmmmm oo 1.5%

Esterilizar a5 libras por 20 minutos

Sales

1.-CaCl; (Cloruro de calcig) ------------=-====-mmmmmmmmmmo- 0.7%
2.- FeClz (Cloruro férrico) ----------=-=-=-=-=-mnmmmommmmmeo- 1.0 %
3.-Na2Mo0O; . 2H20 (Molibdato de Sodio) ---------------- 0.5%
4.-NH4CI (Cloruro de amonio) --------=-=-=-=-===m-mommumn 20.0 %

Esterilizar a 5 libras por 30 minutos

Oligoelementos (1000ml)

1.-Mnso4 (Sulfato de manganeso) ---------=-==-=======----- 0.25¢g
2.-ZnS0O4'7 H20 (Sulfato de zinc heptahidratado) ------- 0.07g
3.-C0S047 H20 (Sulfato de cobalto heptahidratado) ---0.014 g
4.-CuSO45 H20 (Sulfato de cobre) ------------------------ 0.0125¢g
5.-H3BO3(Acido borico) -------=-====nmmmmmmm oo 0.003 g
Esterilizar a 5 libras por 30 minutos

Solucion de sales utilizadas para 1000 ml.

CaCl2 (0.7 %) ===-=-=m=mmmmmmmmmm e eee 10 ml
FeClz (1.0 %) -----------=-=-mmmmm oo et M ]
NazMoOs . 2H20 (0.5 %) -----------=-=-mmmmmmmmmmm oo 1ml
NH4ClI (20.0 %) ------=-=-==mmmmmmmmm e 5ml
Solucion de oligoelementos utilizada para 1000 ml.
Oligoelementos -------=-=====-=mmmmmmeme oo 10 ml
Nota:

Se preparan las sales y los oligoelementos por separado para evitar que precipiten
durante la esterilizacion y posteriormente se adicionan a la base en condiciones estériles.
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Medio NFEb (por sus siglas en inglés Nitrogen Fixation biological)

Medio de cultivo utilizado para la determinacion de biopelicula y produccién de
exopolisacaridos. EI medio NFb es un medio minimo libre de nitrogeno el cual lleva el
compuesto organico acido DL-Malico como fuente de Carbono, al medio se le adicionan
fuentes de Nitrégeno como KNO3 y NH4Cl.

Para 1000 ml
1.- Acido Malico ----- 3709
2.-KHPO4 10 % --- 5 ml
3.-Mg SO4 7H20 10% 2 ml
5.-NaCl 10% --- — —1ml
6.- CaCl2 2H20 1% 2 ml
7.- Micronutrientes — N1
8.- Fe-EDTA 1.64% 4ml

w Esterilizar a 15 Lb, 121° C durante 20 minutos.
+ Ajustar el pH a 6.5 con KOH al 10%

Nota: Agregar la solucion stock de sales y micronutrientes en condiciones de esterilidad
(Campana de flujo laminar).

Stock de sales

1.-K:HPO4 10%
2.-Mg SO4 7H20 ------ --- 10%
3.-NaCl 10%
4.- CaCl2 2H20 ---- 1%
5.- Fe-EDTA -—-------- 1.64%
Stock de Micronutrientes
1.-Na;M00O4 2H50 ------ ==-==mmmmmmmemmem oo 0.200¢g
2.- MnSO4 H20---- --0.245¢
3.- H3BOy------m oo 0.280 g
4.- CuSOq4 ---------0.008 g
5.- ZnSo4---- 0.024 g
6.- H.0 200 ml
Fuentes de Nitrégeno para 1000 ml
W KNOg---=-=emmmmmmmem oo 1.390¢
+ NH4Cl---- --0.738 g

Nota: Esterilizar el stock de sales a 5 L durante 30 minutos; el stock de micronutrientes se prepara
en condiciones de esterilidad y con agua inyectable. Adicionar las sales y los micronutrientes a la
base antes de esterilizar.
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Medio LB* (Luria Bertani Modificado)

Para 1000 ml
+ Peptona de caseina--------- --10¢9
+ Extracto de levadura------- 59
+ NaCl 2.5 mM--- -0.533 ¢
+ MgSOs 2.5 mMM------ 0.6162 g
+ CaCl, 2.5 mM--- 0.3675¢
Notas:

+ Ajustar el pH a 7 con NaOH al 20 %

+ Para preparar medio solido, utilizar el agar al 1.5%

Esterilizar a 15 Lb, 121°C durante 20 minutos.
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