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RESUMEN

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), como Azospirillum
baldaniorum Sp245, dependen del segundo mensajero c-di-GMP para ajustar la
transicion entre estilos de vida moviles y sésiles durante la colonizacién de la
rizosfera. En esta especie, la proteina hibrida CdgD presenta la arquitectura
CHASE-PAS-GGDEF-EAL, lo que sugiere que combina dominios sensores con
dominios cataliticos para controlar los niveles de c-di-GMP. El objetivo de la
investigacion fue estudiar como el dominio PAS vy los centros cataliticos GGDEF y
EAL de CdgD influyen en la motilidad de A. baldaniorum Sp245. Para ello, se
generaron mutantes puntuales en los motivos conservados GGDEF (mutante
GGKEF, D584K) y EAL (mutante AAL, E710A) para modificar de forma especifica las
actividades de diguanilato ciclasa y fosfodiesterasa de estos dominios proteicos. De
manera paralela, se realizé un analisis bioinformatico del dominio PAS de la CdgD,
realizando un modelado con I-TASSER, con el que se comparé con dominios PAS
cristalizados, el modelado estructural y el alineamiento con dominios PAS
cristalizados confirmaron que el dominio conserva el pliegue a/f caracteristico y se
identificaron regiones importantes dentro de su cavidad interna: una cisteina central
(Cys407) y una hélice a conservada. Con base en este analisis, se disefiaron dos
mutantes adicionales en el dominio PAS: C407S y la eliminacién de la a hélice
conservada (a2). Las mutantes puntuales se realizaron en el plasmido pBBRcdgD.
Las variantes cataliticas (GGKEF y AAL), junto con la construccion cdgD silvestre,
se evaluaron en un sistema heterélogo de Escherichia coli AR3110 portador del
plasmido pDZ-2, que contiene un riboswitch sensible a c-di-GMP acoplado a las
proteinas fluorescentes TurboRFP y AmCyan; la razén RFP/AmCyan se utiliz6 como
indicador relativo de los niveles intracelulares de c-di-GMP. Posteriormente, todas
las construcciones (cdgD, GGKEF, AAL, C407S y AaH) se introdujeron por
conjugacion en A. baldaniorum Sp245 y se realizaron ensayos de movilidad en
medios minimos semisodlidos con prolina o malato como fuentes de carbono. Las
mutantes mostraron cambios en la sefal del biosensor consistentes con una menor
contribucion de la actividad diguanilato ciclasa en la mutante GGKEF y con una
alteracion de la actividad fosfodiesterasa en la mutante AAL. En A. baldaniorum
Sp245, ambas variantes modificaron el diametro de los halos de motilidad en
comparacion con la cepa silvestre. Las mutantes del dominio PAS (C407S y AaH)
también afectaron la motilidad: C407S redujo la movilidad respecto a la cepa
silvestre, mientras que la delecion de la hélice a conservada causo la reduccién mas
marcada, con halos casi inexistentes. En conjunto, los datos indican que CdgD
contribuye a la regulacion de la motilidad de A. baldaniorum y que la integridad de
los dominios GGDEF, EAL y PAS es importante para esta funcién. Aunque los datos
senalan al PAS como un componente clave para el correcto funcionamiento de
CdgD, el mecanismo molecular especifico por el cual este dominio influye en la
actividad de la proteina aun no es claro.



SUMMARY

Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR), such as Azospirillum baldaniorum
Sp245, rely on the second messenger c-di-GMP to regulate the transition between
motile and sessile lifestyles during rhizosphere colonization. In this species, the
hybrid protein CdgD displays a CHASE—-PAS—GGDEF-EAL architecture, suggesting
that it integrates sensory and catalytic domains to control intracellular c-di-GMP
levels. The aim of this work was to investigate how the PAS domain and the GGDEF
and EAL catalytic centers of CdgD influence motility in A. baldaniorum Sp245. First,
point mutations were introduced into the conserved GGDEF (GGKEF mutant, D584K)
and EAL (AAL mutant, E710A) motifs to specifically alter the diguanylate cyclase and
phosphodiesterase activities of these protein domains. In parallel, the PAS domain of
CdgD was analyzed bioinformatically using I-TASSER modeling. Comparison with
crystallized PAS domains confirmed conservation of the characteristic a/f3 fold and
allowed the identification of relevant regions within the internal cavity. Based on this
analysis, two additional PAS-domain mutants were designed: C407S and deletion of
a conserved a helix (a2). All mutations were generated in the pBBRcdgD plasmid.
The catalytic variants (GGKEF and AAL), together with the wild-type cdgD construct,
were evaluated in a heterologous Escherichia coli AR3110 system carrying the pDZ-
2 plasmid, which contains a c-di-GMP-responsive riboswitch coupled to the
fluorescent proteins TurboRFP and AmCyan; the RFP/AmCyan ratio was used as a
relative indicator of intracellular c-di-GMP levels. All constructs (cdgD, GGKEF, AAL,
C407S, and AaH) were subsequently introduced into A. baldaniorum Sp245 by
conjugation, and motility assays were performed on semisolid minimal media
containing proline or malate as carbon sources. The mutants showed changes in
biosensor signal consistent with a reduced contribution of diguanylate cyclase activity
in the GGKEF mutant and with altered phosphodiesterase activity in the AAL mutant.
In A. baldaniorum Sp245, both variants modified motility halo diameters compared to
the wild-type strain. PAS-domain mutants (C407S and AaH) also affected motility:
C407S reduced displacement relative to the wild type, whereas deletion of the
conserved a helix caused the most pronounced reduction, with nearly absent motility
halos. Overall, these data indicate that CdgD contributes to the regulation of motility
in A. baldaniorum and that the integrity of the GGDEF, EAL, and PAS domains is
important for this function. Although the results point to the PAS domain as a key
component for proper CdgD activity, the specific molecular mechanism by which this
domain influences protein function remains unclear.



1.INTRODUCCION

1.1. Rizosfera

La rizosfera es la parte del suelo adyacente a la raiz, cuya quimica y biota estan
fuertemente moduladas por la planta, se subdivide operacionalmente en
endorizosfera, rizoplano y ectorizosfera, que funcionan como interfaz entre raices,
suelo y microbiota (Wu et al., 2023) (Figura 1). En este microambiente se producen
gradientes de carbono disponible, oxigeno, pH, iones y sefiales redox, siendo la parte
en donde se dan los procesos biogeoquimicos y de interacciones planta-
microorganismo (Marschmann et al., 2024). Un rasgo importante de la rizosfera es
la liberacion de exudados radiculares (mezclas de azucares, aminoacidos, acidos
organicos y metabolitos secundarios) que sirven tanto de sustratos energéticos como
de sefales para el reclutamiento o exclusion de microorganismos (Wu et al., 2023;
Marschmann et al., 2024). Estos exudados no son iguales: su perfil varia segun la
especie de la planta, el estado de desarrollo y el manejo agronémico, esa plasticidad
quimica repercute directamente en la composicion y funciones del microbioma
rizosférico (Wu et al., 2023). La diversidad vegetal también modula profundamente
la estructura y eficiencia del consorcio microbiano en la rizosfera. Experimentos de
campo recientes demuestran que incrementar la diversidad de plantas fortalece las
asociaciones microbianas positivas y eleva la eficiencia de uso del carbono en la
rizosfera (Domeignoz-Horta et al., 2024).
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Figura 1. Microhabitats en la interfaz planta-suelo. Se muestran los compartimentos de
la rizosfera, rizoplano y endorizosfera (Reinhold-Hurek et al., 2015).

Para bacterias benéficas asociadas a plantas (PGPR), la colonizacion exitosa de la
rizosfera y del interior radicular involucra etapas secuenciales: quimiotaxis hacia
exudados, adhesion, agregacion, formacion de biopelicula y, en algunos casos,
endofitismo, estas etapas son dirigidas por el segundo mensajero Acido di-(3’-5')
guanosin monofosfato (c-di-GMP) (Huang et al., 2024; Schultheil3 et al., 2023).
Niveles elevados de c-di-GMP favorecen estados sésiles (biopeliculas) y suelen



antagonizar la motilidad, ajustando asi si permane en su estado secil o planctonico
segun, la presion que ejerzan las sefiales de la rizosfera (Schultheil? et al., 2023).
Dentro de este contexto, Azospirillum baldaniorum sp 245 se considera un modelo
clasico de PGPR, ya que utiliza mecanismos regulados por c-di-GMP para adherirse,
producir exopolisacaridos y colonizar raices de plantas (Sierra-Cacho et al., 2021).
En conjunto, la rizosfera puede entenderse como un entorno altamente selectivo,
donde las sefales quimicas emitidas por la planta y los sistemas de sefalizacion
bacteriana, como el c-di-GMP, determinan qué microorganismos logran
establecerse, como se organiza la microbiota y qué funciones emergen de esas
interacciones. Estos procesos repercuten directamente en la nutricion vegetal, la
tolerancia al estrés y la defensa frente a patdogenos, con implicaciones ecoldgicas y
agronomicas de gran relevancia (Wu et al., 2023; Domeignoz-Horta et al., 2024,
Huang et al., 2024).

1.2. Género Azospirillum

El género Azospirillum agrupa bacterias Gram negativas del orden Rhodospirillales
(familia Azospirillaceae) asociadas a rizosfera y rizoplano de numerosas plantas,
estas son conocidas por su capacidad diazotrofica (fijacion biolégica de N,),
produccién de fitohormonas (p. ej., Acido Indol-3-Acético (AlA)), formacion de
biopeliculas y moduladores del crecimiento y la arquitectura radicular (BacDive,
2024; Pelagio-Flores, 2025). En su ecologia, la promocién del crecimiento vegetal se
explica por un conjunto de mecanismos que actuan al mismo tiempo: fijaciéon de
nitrégeno, mejora de adquisicion de foésforo y hierro, secrecion de
auxinas/citoquininas/giberelinas, y componentes estructurales bacterianos que
participan en la adhesién de la bacteria a la superficie y en la inmunidad de la planta
(Pelagio-Flores, 2025).

En cuanto a fisiologia y rasgos de colonizacion, especies de Azospirillum presentan
motilidad flagelar dual: un flagelo polar constitutivo para nado en liquido y flagelos
laterales inducibles para desplazamiento sobre superficies solidas (swarming) y
establecimiento de biopeliculas (Croes et al., 1993; Ganusova et al., 2021; Aroney et
al., 2021) (Figura 2).

B S ;o

Figura 2. Microscopia electrénica de células de A. baldaniorum Sp245. (A) Cultivadas en
medio liquido (B) Cultivadas en medio sélido (Vanbleu, E. et al., 2017).

Este repertorio les permite responder a gradientes de exudados y microambiente del
suelo, optimizando el transito entre estados plancténicos y sésiles, rasgo clave para
la colonizacién efectiva de raices (Aroney et al., 2021; Ganusova et al., 2021).
Finalmente, el potencial biotecnologico de Azospirillum ha transitado de pruebas de
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laboratorio a inoculantes comerciales en América Latina y otras regiones, con
impactos reportados en crecimiento, rendimiento y tolerancia a estrés; la evidencia
reciente subraya que estos efectos dependen tanto del genotipo bacteriano como del
hospedero, ademas de que la regulacién por c-di-GMP y la motilidad/quimiotaxis
influyen en la eficacia de inoculacion en campo (Pelagio-Flores, 2025; Aroney et al.,
2021).

1.2.1.Azospirillum baldaniorum Sp245

Azospirillum baldaniorum Sp245 (antes A. brasilense Sp245) es la cepa tipo de la
especie y un modelo de rizobacteria PGPR ampliamente usado para estudiar
colonizacion de raices, motilidad, biopeliculas y sefalizacion intracelular. Su estatus
taxonomico fue actualizado con base en evidencia gendmica, filogenémica de
proteinas centrales y rasgos fenotipicos, proponiéndose formalmente el nombre A.
baldaniorum sp. nov. con Sp245T como cepa tipo (dos Santos Ferreira et al., 2020).
En las bases de datos taxondmicas mas reconocidas como LPSN, NCBI Taxonomy
y BacDive la cepa ya figura oficialmente como Azospirillum baldaniorum Sp2457
(BacDive, 2024; LPSN, 2024). A nivel gendmico, Sp245 posee una organizacion
compleja: un cromosoma principal y seis plasmidos, una estructura tipica del género
que resulta clave para distribuir las funciones que le permiten adaptarse a la vida en
la rizosfera (Orlandini et al., 2014). Ademas de su conocida capacidad para fijar
nitrogeno y producir fitohormonas, A. baldaniorum Sp245 presenta diversas
caracteristicas gendmicas asociadas con su adaptacion ecoldgica, localizadas tanto
en el cromosoma como en sus plasmidos. Un ejemplo es la presencia de dos copias
del gen phbC, una en el cromosoma y otra en el plasmido 4, lo que sugiere cierta
redundancia funcional y una notable plasticidad metabdlica (del Carmen Fuentes et
al., 2024). En el plano fenotipico, la cepa destaca por su resistencia a antibiéticos 3-
lactamicos, una caracteristica relevante tanto para su manipulacion experimental
como para la seleccidn en estudios genéticos (Otero et al., 2022).

1.2.2.Interaccion de Azospirillum con la planta

El efecto PGPR de Azospirillum es multifactorial. Clasicamente, combina fijacion
bioldgica de nitrogeno (FBN) que aporta N a la rizosfera de gramineas, modulacion
hormonal (auxinas, citoquininas y giberelinas) que incrementa ramificacién y longitud
de raices laterales y pelos radicales, mejora de adquisicion de nutrientes
(solubilizacion de fosfatos y quelacion de Fe), y tolerancia a estrés mediante ACC
desaminasa (disminuye etileno), compuestos antioxidantes y compuestos organicos
volatiles (VOC) benéficos (Pelagio-Flores, 2025; Tang et al., 2023; EI-Saadony et al.,
2024; Alonazi et al., 2025; Figura 3). Por otra parte, produccion bacteriana de AlA no
s6lo actua sobre la planta, también se sugiere que pueden proteger a Azospirillum
del estrés por indoles, estabilizando el potencial de membrana y favoreciendo su
persistencia en la rizosfera, lo que refuerza la idea de una sefal mutuamente
ventajosa (Ganusova et al., 2025).
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Figura 3. Efecto de la inoculacién con Azospirillum brasilense Sp245 en el sistema radicular de
Laurus nobilis y Myrtus communis tras nueve meses de cultivo en maceta con suelo
contaminado con plomo (Ruso et al., 2012).

Estos mecanismos se traducen en beneficios agrondmicos medibles. Estudios en
campo reportan incrementos en biomasa y rendimiento, mayor nodulacion cuando
se co-inocula con rizobios, y mejoras en calidad del producto en diversos cultivos
(soya, maiz, cereales), con magnitud dependiente del genotipo vegetal, cepa,
método de inoculacion y condiciones edaficas (Barbosa et al., 2021; Prando et al.,
2024; Condori et al., 2024). En conjunto, la literatura reciente posiciona a Azospirillum
como bioinoculante versatil cuyo éxito en campo depende de alinear su biologia
(quimiotaxis, biopelicula, senalizacion c-di-GMP) con el contexto de la rizosfera del
cultivo objetivo (Khoso et al., 2024; Pelagio-Flores, 2025).

1.3. Movilidad y quimiotaxis

En Azospirillum, la movilidad depende de un sistema biflagelar muy particular: un
flagelo polar (Fla) que esta siempre presente y permite el desplazamiento en medios
liquidos, y varios flagelos laterales (Laf) que se forman solo cuando la bacteria se
mueve sobre superficies. Este arreglo le da una gran versatilidad: el flagelo polar
impulsa el “nado” libre, mientras que los flagelos laterales facilitan el movimiento tipo
swarming y la transicion hacia un estilo de vida adherido o “stick”, esencial para
colonizar raices (Figura 4). De hecho, durante las primeras etapas de interaccion con
la planta, el filamento del flagelo polar puede unirse de manera especifica al tejido
radical, lo que evidencia que la motilidad no solo sirve para desplazarse, sino también
como un mecanismo temprano de adhesién (Croes et al., 1993; Shelud’ko et al.,
2019).
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Figura 4. Azospirillum brasilense, con sus caracteristicos flagelos polares
y peritricos, ademas de su forma vibroide (Fibach-Paldi et al., 2012).

La quimiotaxis —la capacidad de moverse orientandose por gradientes quimicos—
esta organizada en Azospirillum mediante dos rutas de sefalizacion parcialmente
especializadas, denominadas Che1 y Che4. Aunque ambas cooperan, cada una
cumple funciones distintas: Che1 se asocia con cambios rapidos en la velocidad de
nado y con la respuesta al oxigeno (aerotaxis), mientras que Che4 controla la
frecuencia con la que la célula invierte su direccion y constituye la principal via para
la quimiotaxis espacial y la colonizacion del rizoplano, especialmente en trigo
(Mukherjee et al.,, 2016; Bible et al., 2012). En la fase final de la respuesta
quimiotactica, diferentes copias del regulador CheY asumen funciones
especializadas sobre el comportamiento flagelar. Algunas regulan el sentido de
rotacion del flagelo polar o lateral, mientras que otras participan en el control del
swarming y en la formacion de biopeliculas, tanto sobre superficies inertes como en
raices (Ganusova et al., 2021). En conjunto, estos hallazgos revelan una interesante
divisién del trabajo dentro del sistema quimiotactico de Azospirillum: mientras
Che1/CheA1 optimiza la respuesta a oxigeno y los ajustes de velocidad,
Che4/CheA4 y CheY4/CheY7 sustentan la navegacion en gradientes y la expansion
coordinada sobre superficies. Estas adaptaciones, en conjunto, fortalecen la
capacidad competitiva de la bacteria en el entorno complejo y cambiante de la
rizosfera (Mukherjee et al., 2016; Bible et al., 2012; Ganusova et al., 2021).

A nivel sensorial, Azospirillum utiliza receptores quimiotacticos tipo MCP/TIp que se
agrupan en complejos arreglos conocidos como matrices CheA/CheW. Estas
estructuras funcionan de manera altamente cooperativa: pueden amplificar sefales
muy débiles, combinar diferentes tipos de informacion ambiental y filtrar el “ruido” del
entorno para generar respuestas motoras precisas. Estudios estructurales recientes,
en bacterias modelo, han mostrado cdmo estas matrices ajustan su sensibilidad y
procesan multiples sefales a la vez, principios que también se aplican a rizobios y
otras PGPR (Riechmann et al., 2023; Aroney et al., 2021). En la rizosfera este
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sistema sensorial permite que Azospirillum decida si le conviene seguir explorando
(nadar) o establecerse (adherirse o agruparse) dependiendo de los recursos y
oportunidades disponibles en cada zona de la raiz (Aroney et al., 2021).

El c-di-GMP actia como un modulador general del comportamiento movil en
Azospirillum: cuando sus niveles aumentan, la motilidad flagelar disminuye y se
favorecen estados sésiles como la produccion de Exopolisacaridos (EPS) y la
formacion de biopeliculas; cuando bajan, predomina un estado movil. Estos efectos
se ejercen a través de distintos receptores —incluidos dominios PilZ y otros
reguladores especializados— que ajustan la actividad de los flagelos y el balance
entre nado y swarming (Isenberg & Sondermann, 2024; Hahn et al., 2025). Estudios
recientes incluso han demostrado que algunos receptores de c-di-GMP pueden
disminuir la actividad de los flagelos y, modular, tanto el nado como el swarming
mediante rutas que no involucran directamente a los reguladores clasicos del motor
(Hahn et al., 2025). En este marco, proteinas hibridas como CdgB y CdgD pueden
vincular sefales ambientales con cambios en motilidad y quimiotaxis, contribuyendo
a la colonizacion del rizoplano (Sierra-Cacho et al., 2021).

1.4. Biopeliculas

Las biopeliculas son comunidades microbianas que crecen adheridas a superficies
—ya sean vivas o inertes— y estan envueltas en una matriz de polimeros
extracelulares (EPS) producidos por ellas mismas. Esta matriz, formada por
polisacaridos, proteinas, lipidos y ADN extracelular, no funciona solo como un
‘pegamento”, sino como un sistema altamente activo: mantiene cohesionada la
biopelicula, retiene agua y nutrientes, captura metales y compuestos organicos,
regula el movimiento de solutos y ofrece proteccion frente a estrés por desecacion,
temperatura, radiacién o antimicrobianos (Flemming & Wingender, 2024). En suelos
y sedimentos, los EPS ademas favorecen la adhesién a particulas minerales,
estabilizan agregados y participan en procesos biogeoquimicos, lo que explica por
qué su produccion, aunque costosa, es tan ventajosa en términos ecoldgicos (Zhang
et al., 2024).

El desarrollo de una biopelicula suele dividirse en etapas: primero ocurre la adhesiéon
reversible de las células a una superficie; luego la union se vuelve estable y se
forman microcolonias; mas tarde la biopelicula madura y adquiere una estructura
tridimensional con canales y abundante matriz; y finalmente algunas células o
fragmentos se dispersan hacia nuevos nichos. Durante todo este proceso aparecen
gradientes de oxigeno, nutrientes y pH que generan una notable heterogeneidad
fisiologica dentro de la comunidad (Sahoo et al., 2024; Liu et al., 2024). Esto explica
por qué las biopeliculas muestran una resiliencia mucho mayor que las células libres:
el consorcio ofrece proteccién y amortigua fluctuaciones ambientales (Figura 5).
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Figura 5. Esquema del proceso de formacién de biopelicula bacteriana. (A) Formacion de
biopelicula Arruebarrena Di Palma et al., 2013; Russell et al., 2013; Romero et al., 2013; Bulgarelli,
et al., 2013) (B) Formacion de biopelicula en plantas de fresa inoculadas con Azospirilum.
(Guerrero-Molina et al., 2011).

En la mayoria de los casos, las biopeliculas no estan formadas por una sola especie.
Mas bien funcionan como consorcios microbianos donde diferentes miembros
aportan funciones complementarias, desde la produccion de matriz hasta la
degradacion de sustratos o la defensa frente a estrés, y se benefician de la
compartimentalizacién espacial y el intercambio de metabolitos (Ren et al., 2024;
Beck et al., 2022). Estas interacciones favorecen la estabilidad comunitaria y generan
capacidades colectivas, como flujos metabdlicos coordinados o la exclusion de
patdgenos que no se observan cuando las especies crecen por separado.

En el suelo, y especialmente en la rizosfera, las biopeliculas representan un modo
de vida dominante. Actuan como microhabitats que concentran recursos, amortiguan
cambios ambientales y favorecen la permanencia de microorganismos benéficos
cerca de la raiz (Bhattacharyya & Yu, 2023; Brokate et al., 2024; Alzate Zuluaga et
al., 2024). En este entorno, las biopeliculas formadas por rizobacterias promotoras
del crecimiento vegetal (PGPR) fortalecen su interaccién con la planta, optimizan el
aprovechamiento de exudados y pueden mejorar el rendimiento agronémico al
sostener comunidades microbianas cooperativas y eficientes (Rafique et al., 2024).

1.5. El segundo mensajero c-di-GMP

El dinucledtido ciclico c¢c-di-GMP es uno de los segundos mensajeros mas
importantes en bacterias. Actia como un coordinador central del estilo de vida
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bacteriano: regula la transicion entre movimiento y adherencia, la formacion de
biopeliculas, la produccion de matriz, la organizacion del ciclo celular y diversos
rasgos ligados a la colonizacién de hospederos. En ambientes complejos como la
rizosfera, c-di-GMP funciona como un “lenguaje” que integra multiples sefales
ambientales vy fisioldgicas para producir respuestas coherentes a nivel intracelular
(Isenberg & Sondermann, 2024).

A diferencia de lo que se penso inicialmente, c-di-GMP no opera como una sefal
global uniforme. Su actividad esta organizada en escalas espaciales y temporales:
la sintesis, degradacion y lectura del mensajero pueden ocurrir en microdominios
muy localizados, cerca de motores flagelares, exportadores o reguladores
especificos. Esto permite generar respuestas distintas sin interferencia entre rutas,
incluso cuando los cambios en el nivel total de c-di-GMP son minimos (Junkermeier,
Malone, & Jenal, 2023). Estudios recientes también muestran que la interaccién
fisica entre enzimas que manejan c-di-GMP y sus efectores puede crear “circuitos
privados” que controlan procesos como la formacién de biopeliculas bajo limitacion
de nutrientes (Sun et al., 2025) (Figura 6).
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Figura 6. Interaccion del c-di-GMP con diferentes proteinas recef)toras para controlar
diversas funciones bioldgicas en el sistema bacteriano (Khan, F., et al., 2023).

El repertorio de efectores que leen c-di-GMP continia expandiéndose. Ademas de
los receptores clasicos como los dominios PilZ, se han descrito proteinas de alta
afinidad capaces de traducir fluctuaciones del mensajero en ajustes de motilidad,
morfologia o expresion génica. Entre los avances recientes destacan: (i) la familia
ComFB/CdgR, propuesta como un nuevo grupo de receptores de c-di-NMP
implicados en la regulacion de la motilidad (Hahn et al., 2025; Samir et al., 2025); (ii)
la caracterizacion estructural de receptores no candnicos con afinidad excepcional
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por c-di-GMP (Neil3ner et al., 2025); y (iii) los riboswitches GEMM, cuyo repertorio
funcional sigue creciendo con modalidades regulatorias no convencionales (Liu et
al., 2024). En conjunto, estos hallazgos confirman que c-di-GMP no actua de manera
uniforme, sino mediante una variedad de “lectores” que conectan el mensajero con
respuestas celulares precisas.

Finalmente, la integracion entre sefales locales y globales de c-di-GMP —y su
posible comunicacion con otros nucleotidos como cAMP— se reconoce hoy como un
rasgo esencial de esta via. Esta perspectiva, apoyada por trabajos conceptuales y
experimentales recientes, permite comprender como pequefias variaciones en c-di-
GMP sostienen transiciones ecolégicas clave, como pasar de un estado maovil a uno
sésil, sin entrar aun en los detalles enzimaticos que se desarrollan en secciones
posteriores (Junkermeier et al., 2023; Isenberg & Sondermann, 2024; Sun et al.,
2025).

1.5.1. Sintesis del c-di-GMP

La sintesis del segundo mensajero c-di-GMP (ciclico diguanosin monofosfato) esta
a cargo de las diguanilato ciclasas (DGC), enzimas definidas por el dominio
conservado GGDEF. Este dominio cataliza la unién de dos moléculas de GTP para
producir una molécula de c-di-GMP y liberar dos moléculas de pirofosfato inorganico
(PPi). El nombre “GGDEF” proviene de su motivo catalitico central Gly-Gly-Asp-Glu-
Phe, identificado por primera vez en proteinas regulatorias bacterianas y cuya
conservacion es esencial para la catalisis (Paul et al., 2004).

La actividad de las DGC no ocurre de manera aislada: suele estar regulada por
dominios sensoriales como PAS (Per—ARNT-Sim), GAF (cGMP-specific
phosphodiesterases—Adenylyl cyclases—FhlA) o HAMP (Histidine kinases—Adenylyl
cyclases—Methyl-accepting chemotaxis proteins—Phosphatases), que permiten
conectar sefiales ambientales —como luz, oxigeno, estado redox o disponibilidad de
metabolitos— con la produccion intracelular del mensajero (Lori et al., 2015; Hengge,
2021). De esta forma, la célula ajusta la sintesis de c-di-GMP segun las condiciones
del entorno.

A nivel estructural, el residuo Asp (D) del motivo GGDEF funciona como base
catalitica que facilita las reacciones de transferencia de fosfato, mientras que los
residuos Gly (G) aportan la flexibilidad necesaria al lazo catalitico. Las DGC actuan
principalmente como dimeros, ya que cada monomero completa el sitio catalitico del
otro. Por ello, la dimerizacién es imprescindible para que la enzima sea funcional.
Mutaciones tanto en el motivo GGDEF como en regiones que favorecen esta
dimerizacion pueden reducir o eliminar la actividad enzimatica, alterando los niveles
celulares de c-di-GMP (Romling et al., 2013; Jenal et al., 2017).

El aumento de c-di-GMP generado por las DGC activa un conjunto diverso de
efectores celulares que controlan procesos como la motilidad flagelar, la produccion
de exopolisacaridos, la adhesion y la formacion de biopeliculas. Entre estos efectores
se encuentran proteinas con dominios PilZ, reguladores transcripcionales y
riboswitches especificos (Chou & Galperin, 2016). En bacterias de la rizosfera como
Azospirillum baldaniorum, la regulacién fina de este sistema —en particular a través
de proteinas hibridas como CdgD— permite equilibrar los estados de exploracion
(motilidad) y anclaje (adhesién), favoreciendo asi una colonizacion eficiente del
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entorno radicular y su funcién como rizobacteria promotora del crecimiento vegetal
(Sierra-Cacho et al., 2021).

1.5.2. Degradacion del di-GMPc

La degradacion del c-di-GMP esta controlada por dos grandes familias de
fosfodiesterasas (PDE): las que contienen el dominio EAL y las que poseen el
dominio HD-GYP. Ambas desactivan el mensajero, pero lo hacen de forma diferente.
Las PDE tipo EAL hidrolizan c-di-GMP para producir pGpG (5'-fosfoguano-sin
monofosfato-5'-guanilato), mientras que las HD-GYP pueden continuar la reaccién
hasta obtener dos moléculas de GMP, completando asi su degradacion (Christen et
al., 2005; Galperin et al., 2019).

El dominio EAL —lIlamado asi por su triada catalitica conservada Glu-Ala-Leu—
adopta una estructura tipo TIM-barrel y requiere iones Mg?* o Mn?* para coordinar
los grupos fosfato del sustrato (Barends et al., 2009). Este dominio suele ubicarse en
proteinas multimodulares junto con regiones sensoriales como PAS, GAF, HAMP o
REC, que ajustan su actividad en funcion de senales ambientales. Mutaciones en el
motivo EAL o en los residuos que coordinan el metal pueden bloquear la hidrdlisis
del mensajero, lo que provoca acumulacion de c-di-GMP y favorece estados sésiles
y de adhesion (Réomling et al., 2013; Chou & Galperin, 2016).

Por otro lado, las PDE HD-GYP pertenecen a una familia distinta dentro de las
metalofosfatasas. Su motivo caracteristico HD-GYP utiliza residuos de histidina y
aspartato para coordinar iones de Fe?* o Mn?*, los cuales facilitan la ruptura del
enlace fosfodiéster. Se ha visto ademas que estas enzimas pueden formar dimeros
o trimeros estables y que su regulacion depende con frecuencia de interacciones
proteicas o de dominios sensores localizados en su region N-terminal (Galperin et
al., 2022).

En bacterias ambientales y simbiodticas, la actividad combinada de DGC y PDE
mantiene un equilibrio dinamico de c-di-GMP que ajusta la motilidad, la adhesién y
otros comportamientos segun las condiciones locales. En Azospirillum baldaniorum,
este balance es particularmente relevante para responder a los gradientes y
fluctuaciones de la rizosfera, donde cambios en oxigeno, nutrientes o estrés
osmotico influyen directamente en la colonizacion de la raiz. En este contexto, la
proteina hibrida CdgD, que combina dominios GGDEF y EAL potencialmente
funcionales, ejemplifica este control dual: podria sintetizar o degradar c-di-GMP
segun la sefal que reciba su dominio sensorial PAS, un aspecto que aun se esta
investigando (Cruz-Pérez et al., 2021; Isenberg & Sondermann, 2024).

1.6.Proteinas hibridas

Las proteinas hibridas son elementos centrales en las redes de sefalizacion
bacteriana. Se caracterizan por reunir varios dominios funcionales dentro de una
misma cadena polipeptidica, o que les permite captar sefales ambientales y
convertirlas directamente en respuestas enzimaticas o regulatorias. En la via de c-
di-GMP, estas proteinas suelen combinar dominios sensoriales como PAS, GAF,
HAMP o REC con dominios cataliticos GGDEF y/o EAL, responsables de sintetizar
o degradar este nucledtido ciclico (Rémling et al., 2013; Hengge, 2021).
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Este disefio modular ofrece una ventaja clara: permite generar microcircuitos locales
donde la produccion o el consumo de c-di-GMP ocurre justo al lado del sensor que
detecta el estimulo, evitando interferencias con sefiales mas globales. La proximidad
entre dominios facilita ademas mecanismos alostéricos, en los que un cambio
estructural inducido en el dominio sensor modifica la actividad del dominio GGDEF
o EAL (Schirmer & Jenal, 2009; Stuffle et al., 2021).

En bacterias rizosféricas y simbi6ticas, las proteinas hibridas cumplen funciones
fundamentales para adaptarse al microambiente de la raiz. En especies como
Pseudomonas fluorescens y Sinorhizobium meliloti, se ha visto que su regulaciéon
permite ajustar la produccion de exopolisacaridos y la arquitectura de las biopeliculas
en respuesta a gradientes de oxigeno y compuestos organicos presentes en la
rizosfera (Giovannoni et al., 2015; Rick et al., 2022).

En Azospirillum baldaniorum Sp245 existe un repertorio abundante de proteinas
hibridas GGDEF-EAL, entre ellas CdgB y CdgD, asociadas con motilidad,
colonizacion y adaptacion al entorno radical. Estas proteinas integran senales
ambientales dentro de la red de c-di-GMP mediante mecanismos aun no
completamente definidos, o que convierte a CdgD en un modelo idéneo para
estudiar cémo la deteccion sensorial a través del dominio PAS se traduce en
regulacion catalitica dual. Comprender este acoplamiento estructural-funcional es
clave para explicar la plasticidad fisiolégica de las PGPR y su potencial en
aplicaciones agricolas sostenibles (Cruz-Pérez et al., 2021;Viruega-Gongora et al.,
2022)

1.7.Dominios de senalizacion en bacterias

Las bacterias tienen una capacidad extraordinaria para detectar y responder a los
cambios de su entorno gracias a redes de transduccion de senales formadas por
proteinas sensoriales altamente versatiles. Estas redes ajustan procesos esenciales
como la motilidad, la formacién de biopeliculas, la expresion génica o el metabolismo
segun las condiciones ambientales, permitiendo a la célula adaptarse de manera
rapida y eficiente (Galperin, 2018). Su eficacia se basa en la amplia variedad de
dominios de sefializacién, modulos estructurales disefiados para percibir estimulos
fisico-quimicos y convertirlos en respuestas bioquimicas especificas (Taylor &
Zhulin, 1999; Henry & Crosson, 2011).

Entre los dominios sensoriales mas comunes se encuentran PAS, GAF, CHASE y
HAMP. Estos moddulos funcionan como sensores universales y pueden acoplarse a
multiples tipos de proteinas efectoras, como quinasas, ciclasas y fosfodiesterasas.
Una de sus cualidades mas destacadas es que son elementos conservados
evolutivamente y reutilizados en diferentes contextos celulares, lo que les permite
servir como “piezas modulares” que conectan directamente la percepcion ambiental
con respuestas fisioldgicas (Anantharaman & Aravind, 2001; Mdéglich et al., 2009).
Todos comparten un principio funcional basico: el acoplamiento alostérico. Cuando
el dominio sensor detecta un ligando o percibe un cambio fisico —como variaciones
en redox, luz, oxigeno, pH o metabolitos— su estructura se reorganiza. Esa
reorganizacion se transmite al dominio catalitico o de salida, modulando su actividad
(Garcia-Santamarina et al., 2024). De esta forma, los dominios de senalizacion
actian no solo como receptores, sino como verdaderas interfaces dinamicas que
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permiten integrar multiples senales y transformarlas en decisiones fisiologicas
coherentes.

1.7.1. Dominios PAS

Los dominios PAS (Per—ARNT-Sim) son médulos sensoriales muy comunes en
bacterias y eucariotas. Su funcidn esencial es detectar cambios fisico-quimicos del
entorno celular y convertirlos en ajustes estructurales que modifican la actividad de
las proteinas a las que estan unidos (Taylor & Zhulin, 1999; Henry & Crosson, 2011).
El nombre proviene de tres proteinas eucariotas donde este motivo fue identificado
originalmente: Period, ARNT y Single-minded. En bacterias cumplen un papel
analogo, funcionando como sensores intracelulares de oxigeno, luz, potencial redox,
metabolitos, voltaje o variaciones en cofactores (Moglich et al., 2009; Garcia-
Santamarina et al., 2024).

Estructuralmente, los PAS muestran un pliegue a/f3 altamente conservado, formado
por cinco laminas B antiparalelas rodeadas de varias a hélices. Este arreglo genera
una cavidad o “bolsillo sensorial” que puede alojar diversos cofactores, como flavinas
(FMN/FAD), heme, NAD*/NADH o pequefias moléculas organicas, permitiendo una
gran diversidad funcional (Mdglich et al., 2009; Henry & Crosson, 2011). En algunos
casos, incluso responden a cambios fisicoquimicos como temperatura o pH, donde
la sefal proviene de variaciones en la estabilidad del propio pliegue.

El mecanismo de accion de los PAS se basa en un mecanismo alostérico: cuando el
cofactor se une o cambia de estado, el dominio sufre una reorganizacion estructural
que se transmite hacia el dominio adyacente a través de conectores helicoidales o
redes de interacciones hidrofébicas y puentes de hidrogeno. Esto permite que
sefiales quimicas o redox se conviertan en respuestas rapidas, modulando la
actividad de quinasa, diguanilato ciclasa o fosfodiesterasa (Garcia-Santamarina et
al., 2024).

En proteinas multimodulares como CdgD de Azospirillum baldaniorum, el dominio
PAS podria funcionar como un regulador para: ajustar la actividad dual de sintesis y
degradacion de c-di-GMP de sus dominios GGDEF y EAL en funcién del estado
metabdlico o redox de la célula. Esta capacidad de integracién es clave para
equilibrar motilidad y adhesion, procesos esenciales para la colonizacion de la raiz y
para el desempeno de Azospirillum como bacteria promotora del crecimiento vegetal
(Sierra-Cacho et al., 2021; Isenberg & Sondermann, 2024).

Estudios recientes muestran que los dominios PAS tienen una notable plasticidad
evolutiva, con variaciones estructurales que se adaptan a distintas funciones
regulatorias. Esta flexibilidad explica su presencia en una gran variedad de
arquitecturas de proteinas hibridas y su relevancia en la evolucion de nuevas rutas
de sefalizacion, lo que los posiciona como uno de los modulos sensoriales mas
versatiles del mundo microbiano (Corral et al., 2023; Henry & Crosson, 2011).
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2. ANTECEDENTES

En los ultimos afios, los dominios PAS han emergido como un campo de
investigacion en rapida expansion debido a su ubicuidad en todos los reinos
bioldgicos y a su extraordinaria diversidad funcional. Estos dominios actian como
sensores moleculares versatiles, capaces de detectar sefales fisicas y quimicas
como la luz, el oxigeno, el potencial redox o metabolitos especificos, traduciéndolas
en cambios conformacionales que regulan la actividad de las proteinas a las que
estan asociados (Henry & Crosson, 2011; Moglich et al., 2009). Gracias al avance de
la genémica comparativa y los métodos bioinformaticos, se han logrado identificar un
numero creciente de proteinas que contienen dominios PAS, ampliando la
comprension de su papel en la sefalizacion celular y en la adaptaciéon ambiental. Los
estudios estructurales han revelado que la unién de cofactores como flavinas (FMN,
FAD) o grupos hemo generan cambios conformacionales que modulan la funcion
enzimatica o reguladora de las proteinas asociadas. Asi, los dominios PAS no solo
operan como sensores intracelulares, sino también como elementos de dimerizacion
y transmision de sefales, con implicaciones que abarcan desde la microbiologia
hasta la biotecnologia moderna (Stuffle et al., 2021). El analisis in silico de estas
proteinas en bacterias del género Azospirillum ha revelado un conjunto de enzimas
hibridas que integran ambos dominios cataliticos, lo que sugiere la existencia de
mecanismos finos de regulacion intracelular del c-di-GMP. Este hallazgo es
particularmente relevante considerando que Azospirillum es una rizobacteria PGPR,
capaz de fijar nitrégeno atmosférico, estimular el desarrollo radicular y mejorar la
absorcion de nutrientes en cultivos agricolas (Mata et al., 2018).

En este contexto, el estudio del gen cdgD adquiere especial relevancia. Este gen
codifica una proteina multifuncional con arquitectura CHASE-PAS-GGDEF-EAL,
capaz, en principio, de enlazar la deteccion sensorial extracelular (dominio CHASE)
con la percepcion intracelular (dominio PAS) y con la modulacion catalitica de los
niveles de c-di-GMP a través de sus dominios GGDEF y EAL. En Azospirillum
baldaniorum, se ha demostrado de manera experimental que CdgD actua como una
diguanilato ciclasa (DGC) activa, mientras que su posible funcibn como
fosfodiesterasa (PDE) permanece sin validacion directa, dejando abierta la pregunta
de si esta proteina hibrida opera realmente como una enzima bifuncional (Cruz-
Pérez et al., 2021). Particularmente se ha observado que la expresion de cdgD
aumenta cuando las bacterias crecen en medios suplementados con KNO; y también
durante la interacciéon con raices de Triticum aestivum (trigo); en paralelo, las
mutantes en cdgD presentan patrones de colonizacion radical modificados respecto
a la cepa silvestre, lo que sugiere que CdgD no solo participa en la homeostasis de
c-di-GMP, sino que contribuye a modular la manera en que Azospirillum explora y
ocupa la rizosfera. Asi, profundizar en la funcién del dominio PAS y en la regulacién
integrada de CdgD en A. baldaniorum Sp245 ofrece una oportunidad privilegiada
para entender cédmo las bacterias rizosféricas sincronizan su fisiologia con las
condiciones del suelo y de la planta hospedera, generando conocimiento que podria
impactar en el disefio de bioinoculantes mas eficientes y sostenibles.
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3. JUSTIFICACION

El estudio de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) representa
una alternativa sostenible ante el uso excesivo de agroquimicos que degradan los
suelos y contaminan los mantos acuiferos (Sekhotha et al., 2016). Entre ellas, el
género Azospirillum destaca por su capacidad para fijar nitrégeno, estimular el
crecimiento radicular y mejorar la productividad de los cultivos (Mahanty et al., 2017;
Igiehon & Babalola, 2017; Schmidt et al., 2018; Wang et al., 2019). Sin embargo, los
mecanismos moleculares que regulan su adaptacion a la rizosfera aun no se
comprenden completamente. En Azospirillum baldaniorum Sp245, la proteina hibrida
CdgD, que contiene los dominios CHASE-PAS-GGDEF-EAL, representa un punto
clave en la regulacién del segundo mensajero c-di-GMP, esencial para la transicion
entre motilidad y adhesién celular. El analisis de mutantes puntuales en los distintos
dominios de CdgD permitira no solo explorar como el dominio PAS participa en la
percepcion de sefales ambientales, sino también poner a prueba directamente la
capacidad catalitica de la proteina hibrida. En este trabajo se mutaron los motivos
activos de los dominios GGDEF y EAL, con el fin de confirmar experimentalmente su
funciéon como DGC y PDE, respectivamente, y de evaluar cédmo CdgD modula el
equilibrio entre sintesis y degradacion de c-di-GMP. Al mismo tiempo, las alteraciones
dirigidas en el dominio PAS buscan esclarecer qué papel desempena este modulo
sensorial en la regulacién para activar cada actividad catalitica y a futuro evaluar
cémo su pérdida de funcidn repercutiria en la interaccion con la planta, considerando
que cdgD se expresa durante la asociacion de Azospirillum con las raices. En
conjunto, este conocimiento contribuira a comprender los mecanismos finos que
permiten la adaptacién de Azospirillum a diferentes condiciones del suelo y sentara
bases para el disefio de bioinoculantes mas eficientes en el marco de una agricultura
sustentable.
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4. OBJETIVO GENERAL

Generar y caracterizar mutantes puntuales en los dominios cataliticos del gen cdgD
de Azospirillum baldaniorum Sp245, para estudiar la contribucion especifica de esta
proteina hibrida en el metabolismo del c-di-GMP vy la regulacién de la motilidad.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar un analisis bioinformatico estructural y funcional del dominio PAS de
la proteina CdgD

e Generar dos mutantes del dominio PAS, una puntual (C407S) y una delecién
en una a hélice conservada

e Generar una mutante puntual en el dominio GGDEE mediante la sustitucion
de acido glutamico por lisina (D584K) con objeto de afectar la actividad de
diguanilato ciclasa.

e Generar una mutante puntual en el dominio EAL mediante la sustitucion de
acido aspartico por alanina (E710A) dirigido a inactivar la actividad
fosfodiesterasa.

e Caracterizar fenotipicamente las cepas mutantes mediante ensayos de
movilidad

5. HIPOTESIS

Las mutaciones en el dominio PAS y en los dominios GGDEF/EAL de CdgD
modificaran el balance funcional asociado a c-di-GMP y, en consecuencia,
produciran cambios medibles en la motilidad de A. baldaniorum Sp245.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1.Diagrama de trabajo

Estudio de la proteina CdgD

Analisis in silico de PAS

Prediccion de
estructura de PAS

Alineamiento con
PAS cristalizados

Identificacion de
cavidad sensorial

Generacion de
mutantes puntuales

Mutante GGKEF(D584K)

Mutante AAL (E710A)

Docking con FMN

Mutantes PAS
- PASmp (C407S)

- PASaH (A a hélice)

Biosensor de ¢c-di-GMP
en E. coli AcdgE

Medicién RFP/AmCyan
(nivel relativo c-di-GMP)

Verificacién por
secuenciacion Sanger

Conjugacion a A. baldaniorum sp245

Ensayos de movilidad en
medio semisoélido
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5.2.Material biolégico
El material bioldgico, asi como los plasmidos y cebadores empleados para el
proyecto se describen en las Tablas 1, 2y 3.

Tabla 1. Cepas empleadas en este trabajo

(pPBBR1MCS-5)

Cepas Genotipo o fenotipo Referencias
Escherichia coli F~ endA1 gInV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR Hanahan,
DH5a nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, 1983
hsdR17(rK™ mK*), A~
Escherichia coli recA, thi, pro, hsdR"M*, RP4-2-Tc::Mu::Km::Tn7 Simon et al.,
S$17-1 1983
E. coli AR3110 Mutante W3110 con delecién de cdgE, porta el Zamorano-
AcdgE (pDZ-2) biosensor pDZ-2 para cuantificacion relativa de c- | Sanchez,
di-GMP (AmCyan/TurboRFP), Cmr 2019
E. coli DH5a Cepa portadora del plasmido pBBRcdgD con el Cruz Pérez et
(pBBRcdgD) gen cdgD completo bajo su promotor nativo; al., 2021
control positivo de sobreexpresion de CdgD, Gmr
E. coli DH5a Cepa que contiene pBBRcdgD-GGKEF con Este estudio
(pBBRcdgDgaeper- | mutacion D584K en el dominio GGDEF (motivo
GGKEF) GGDEF—GGKEF), que reduce/inactiva la
actividad diguanilato ciclasa, Gm"
E. coli DH5a Cepa que contiene pBBRcdgD-AAL con mutacion | Este estudio
(pBBRcdgDEeAL- E710A en el dominio EAL (motivo EAL—AAL),
AAL) que altera la actividad fosfodiesterasa, Gmr
E. coli DH5a Cepa que contiene pBBRcdgD-PAS con Este estudio
(pBBRcdgDc407s) sustitucion C407S en el dominio PAS, disenada
para evaluar el papel de la cisteina central en la
funcion sensorial del dominio, Gmr
E. coli DH5a Cepa que contiene pBBRcdgD-PASaH con Este estudio
(pBBRcdgDarasaH) | delecion de la a hélice conservada del dominio
PAS, para analizar su papel en la transmision
conformacional hacia los dominios cataliticos, Gmr*
E. coli S17-1 Cepas donadoras utilizadas en conjugacion Este estudio
(pBBRcdgD y biparental con A. baldaniorum Sp245, portadoras
variantes) de pBBRcdgD o sus variantes mutantes (GGKEF,
AAL, PASmp, PASaH), Gmr
Azospirillum Cepa silvestre aislada de raices de trigo; Baldani et al.,
baldaniorum hospedera para la introduccion de cdgD y sus 1983
Sp245 (WT) variantes
A. baldaniorum Derivada de Sp245, portadora del vector de Este estudio
Sp245 amplio rango pBBR1MCS-5 (vector vacio), Gmr

A. baldaniorum
Sp245 (cdgD)

Derivada de Sp245, portadora de pBBRcdgD con
el gen cdgD completo (sobreexpresion de CdgD),
Gmr

Este estudio
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A. baldaniorum
Sp245 (cdgD-
GGKEF)

Derivada de Sp245, portadora de pBBRcdgD-
GGKEF con mutacion D584K en el dominio
GGDEF, Gmr

Este estudio

A. baldaniorum
Sp245 (cdgD-AAL)

Derivada de Sp245, portadora de pBBRcdgD-AAL
con mutacion E710A en el dominio EAL, Gmr

Este estudio

A. baldaniorum
Sp245 (cdgDcao7s)

Derivada de Sp245, portadora de pBBRcdgD-
PASmp con sustitucion C407S en el dominio PAS,
Gmr

Este estudio

A. baldaniorum
Sp245
(cdgDaPAsaH)

Derivada de Sp245, portadora de pBBRcdgD-
PASaH con delecion de la a hélice del dominio
PAS, Gmr

Este estudio

Ampicilina =ApR; Gentamicina =GmR; Kanamicina =KmR; Tetraciclina =TcR; Cloranfenicol

=CmR

Tabla 2. Plasmidos utilizados y construidos en este trabajo

Plasmido Genotipo o fenotipo Referencia
Vector de clonacion de amplio rango de hospedero, Kovach et
pBBR1MCS mob*, Gmr. Utilizado como vector base y control con al. 1995
vector vacio en Azospirillum baldaniorum Sp245. v
Derivado de pBBR1MCS-5 que contiene el gen cdgD Cruz Pérez
pBBRcdgD completo bajo su promotor nativo; utilizado como ot al. 2021
control positivo de sobreexpresion de CdgD. Gmr. v
Plasmido derivado de pBBRcdgD con mutacion
pBBRcdgDaGabEF- | puntual D584K en el dominio GGDEF (motivo Este
GGKEF GGDEF—GGKEF), que disminuye/inactiva la actividad | estudio
diguanilato ciclasa. Gmr.
Plasmido derivado de pBBRcdgD con mutacion
PBBRcdgDEAL- | htual E710A en el dominio EAL (motivo EAL—AAL), | ESt€
AAL que altera la actividad fosfodiesterasa de CdgD. Gm. estudio
Derivado de pBBRcdgD con la sustitucion C407S en el Este
pBBRcdgDc407s | dominio PAS, disefiado para alterar el papel la funcion .
) - estudio
sensorial del dominio. Gmr.
Derivado de pBBRcdgD con la eliminacion de la a
BBRcdoDapASaH hélice conservada del dominio PAS, para alterar la Este
P 9 | transmision conformacional hacia los dominios estudio
cataliticos. Gmr.
Plasmido que porta el biosensor ratiométrico de c-di- Zamorano-
GMP basado en un riboswitch, que controla la ,
pDZ-2 - . Sanchez,
expresion de las proteinas fluorescentes AmCyan y 2019*
TurboRFP. Cmr.
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Tabla 3. Oligonucleotidos utilizados

Notacion Iniciador delantero (5’-3’) Iniciador reverso (5’-3’) Referencia
GGKEF-F / Este
CGKEF.R | GCTGGGCGGAAagGAGTTCCTGA | CGGCCCACCGTATCG e
QAL'F IAAL- | 5GTCGGGGTGGecGCGCTGTTGC | ACGAGGTCTGGAAATCGCGC Essttj o
orfGGKEF-F | Este
o OKEr R | ATCTGGCCCATTTACGATCCG GGAAACAGGCTGATGCCGAT | =5
OffAAL-F/ | o s ATGTACAACGCCAAGGAC ACACCTCGGCTCAACCCAAA |ESte
orfAAL-R estudio
AlfDel-F /| 56 AGTGGGCGGAC CGGATTGCAGTAGTATCTTG |ESt
AlfDel-R estudio
PASmpCS-F | Este
PASTEGSR. | GATCACTGAGEagcAATCCBGCCTTC | TTGGCGTCCGEGGCCE e
AmpPASMUt- | 10 AGGCTTCTGCTGTCGTCCA Este
F estudio

5.3.Medios y condiciones de cultivo

Las cepas de Escherichia coli DH5a y S17.1 se cultivaron a 37 °C en medio Luria—
Bertani (LB), tanto en su forma liquida como sdlida; en este ultimo caso, el agar
bacteriolégico se afadié al 1.5 % (p/v). Los cultivos liquidos se mantuvieron en
agitacion constante (150 rpm) durante aproximadamente 16 h, procurando
condiciones homogéneas de aireacion y crecimiento. Cuando la seleccion lo requirio,
se afadieron antibidticos en las concentraciones Indicadas para el cultivo de las
cepas: gentamicina (15 ug/ml) o cloranfenicol (35 ug/ml), segun el plasmido presente
en cada construccién. Las cepas S17.1 se emplearon como donadoras en las
conjugaciones biparentales con Azospirillum baldaniorum Sp245, mientras que las
receptoras se prepararon en paralelo. Estos cruces se realizaron en medio LB
modificado (LB*), y la seleccidén de los transconjugantes se llevé a cabo en medio
minimo K-lactato solido suplementado con los antibidticos correspondientes,
siguiendo el procedimiento descrito por Jijon-Moreno et al. (2019).

Por su parte, las cepas de A. baldaniorum Sp245 se cultivaron a 30 °C en diferentes
medios segun el propdsito experimental. EI medio Difco (MD) se utilizé para la
preservacion de las cepas en glicerol, mientras que el medio Rojo Congo (CR) sirvié
para evaluar la morfologia colonial y facilitar la diferenciacidon entre variantes. Para
el crecimiento rutinario y el mantenimiento se emplearon los medios minimos K-
malato y K-lactato, ademas del medio LB*, una variante del LB suplementada con
2.5 mM de MgCl, y 2.5 mM de CaCl,, que resulta particularmente util durante la
conjugacion y la recuperacion de cepas conjugadas (Sierra-Cacho et al., 2021). En
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los medios selectivos para Azospirillum baldaniorum Sp245 se afadio gentamicina
(30 pg/ml), de acuerdo con las resistencias plasmidicas. En todos los casos, los
medios solidos se prepararon con agar bacteriologico al 1.5 % (p/v) y se esterilizaron
por autoclave a 121 °C durante 15 min para asegurar la debida asepsia antes de su
uso.

5.4. Andlisis bioinformatico

La secuencia del gen cdgD de Azospirillum baldaniorum Sp245 fue obtenida en
formato FASTA desde la base de datos NCBI y empleada como entrada para el
servidor SMART, con el fin de identificar la arquitectura de dominios funcionales. A
partir de los limites determinados por este analisis, se obtuvo la region
correspondiente al dominio PAS para su estudio estructural independiente.

El modelado tridimensional del dominio PAS se llevo a cabo mediante el servidor |-
TASSER, utilizando la secuencia aminoacidica aislada como entrada. Los modelos
generados fueron evaluados segun las puntuaciones de confianza y similitud
estructural, y se tomaron como referencia las plantillas reportadas por el programa
para los analisis comparativos posteriores.

Para la comparacion estructural y el alineamiento por estructura secundaria, se
empleod el programa PROMALS3D, integrando la secuencia modelada con dominios
PAS homdlogos seleccionados a partir de las plantillas de [-TASSER. Este
alineamiento se utilizé exclusivamente para identificar regiones conservadas y
orientar el analisis estructural del modelo obtenido. El protocolo de docking se valido
mediante un ensayo de redocking usando un dominio PAS con estructura resuelta,
ajustando parametros como caja de busqueda y exhaustividad. Posteriormente, el
mismo protocolo se aplicé al modelo del dominio PAS de CdgD (I-TASSER) con fines
exploratorios.

El acoplamiento molecular (docking) se realizé con AutoDock Vina, aplicando el
protocolo estandar de preparacidn de receptores y ligandos. El procedimiento se
validé empleando un dominio PAS con estructura resuelta y posteriormente se aplico
al modelo generado, con el objetivo de evaluar posibles regiones de interaccién con
cofactores o ligandos. Las configuraciones de busqueda, energia y parametros de
exhaustividad se mantuvieron segun las recomendaciones del programa. Toda la
informacion obtenida se integré para generar una descripcion estructural general del
dominio PAS de CdgD, que sirvi6 como referencia para las etapas experimentales
posteriores.

5.5.Diseno de mutaciones y construccion de plasmidos

Las mutaciones puntuales en el gen cdgD se introdujeron mediante una reaccién de
PCR inversa utilizando el kit Q5® Site-Directed Mutagenesis (New England Biolabs),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los iniciadores especificos se disefiaron
con la herramienta NEBaseChanger (NEB) a partir de la secuencia del gen cdgD de
A. baldaniorum Sp245, considerando los limites de dominio definidos en el analisis
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bioinformatico. Cada par de iniciadores se disefid con una longitud promedio de 25—
35 pb y un contenido GC adecuado para las condiciones de amplificacion.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 25 yL empleando
la mezcla maestra incluida en el kit Q5. El programa de amplificacion consistié en
una desnaturalizacion inicial a 98 °C por 30 s, seguida de 25 ciclos de
desnaturalizacion (98 °C, 10 s), alineamiento (segun Tm calculada) y extension (72
°C, 30 s/kb), con una extension final a 72 °C. Al finalizar la reaccion de amplificacion,
los productos se trataron con el mix KLD (NEB) para eliminar el ADN molde metilado
y se transformaron en células competentes de E. coli DH5a mediante shock térmico.
Las colonias transformadas se seleccionaron en medio LB sélido suplementado con
gentamicina (15 ug/ml). Los plasmidos recombinantes se aislaron mediante miniprep
de ADN plasmidico, empleando un protocolo combinado de extraccién alcalina
basado en Gilles Morelle y el QIAGEN Plasmid Purification Handbook, modificado
para el laboratorio de Interaccidon Bacteria-Planta. En este método, las células se
lisaron con una solucion de NaOH / SDS, se neutralizaron con acetato de potasio 3
M (pH 5.5) y se purificaron mediante lavados sucesivos con fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico seguidos de precipitacién con isopropanol. Los precipitados de ADN se
lavaron dos veces con etanol al 70 %, se secaron a temperatura ambiente y se
resuspendieron en agua adicionada con RNasa (0.1 mg/mL) a 37 °C durante 20-30
min. Ademas de las sustituciones puntuales, la delecién AaH del dominio PAS se
generé mediante el mismo esquema de PCR inversa del kit Q5®. Para ello, los
iniciadores se disefiaron en NEBaseChanger de modo que quedaran orientados en
sentidos opuestos y flanquearan la regién codificante de la a-hélice a eliminar,
excluyéndola del amplicon (delecidn in-frame).

Los plasmidos purificados se verificaron por digestion enzimatica y electroforesis en
gel de agarosa antes de su envio a secuenciacion Sanger. Las construcciones
confirmadas se transformaron posteriormente en E. coli S17.1 y se transfirieron por
conjugacion biparental a A. baldaniorum Sp245 para su posterior caracterizacion.

5.6.Cuantificacion relativa de c-di-GMP a través de un biosensor de c-di-GMP
La cuantificacion relativa de c-di-GMP se realizé en un sistema heterdlogo de
Escherichia coli AR3110 AcdgE portador del biosensor pDZ-2, el cual incluye un
riboswitch sensible a c¢-di-GMP que modula la expresion de las proteinas
fluorescentes TurboRFP y AmCyan. El cociente entre ambas senales (RFP/AmCyan)
se utilizé como un indicador indirecto del nivel intracelular de c-di-GMP. El hospedero
AR3110 AcdgE se co-transformé con los vectores de expresidon correspondientes a
cdgD y sus variantes, manteniendo la compatibilidad entre origenes de replicacién y
marcadores de seleccion (cloranfenicol para el biosensor y gentamicina para los
vectores derivados de pBBRcdgD). Las transformaciones se efectuaron mediante el
método quimico estandar por choque térmico y las colonias se seleccionaron en
medio LB sélido con los antibiéticos apropiados.

Para los ensayos, una colonia representativa de cada construccion se cultivd
overnight a 37 °C en medio LB con agitacion (180 rpm) y los antibiéticos
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correspondientes. Posteriormente, los cultivos se diluyeron a una ODy inicial = 0.02
en medio fresco. Tras 24 h y 48 h de incubacién, se tomaron alicuotas y se fijaron en
cubreobjetos preparados con una fina capa de agar-agua al 1 %, lo que permitié
inmovilizar las células durante la adquisicion de imagenes. La observacion se realizo
en un microscopio de fluorescencia equipado con filtros para AmCyan (exc. 430—460
nm; em. 485-510 nm) y TurboRFP (exc. 540-560 nm; em. 570-610 nm). El tiempo
de exposicion, la ganancia y el balance de canales se mantuvieron constantes dentro
de cada experimento para asegurar la comparabilidad.

Las imagenes obtenidas se analizaron inicialmente con el software NIS Elements,
desde el cual se extrajeron las intensidades de fluorescencia de ambos canales. Con
estos valores se calculd la intensidad relativa de fluorescencia R/A = (RFP /
AmCyan), que representa de forma relativa los niveles intracelulares de c-di-GMP.
Cada condicion experimental se evalu6 mediante al menos tres réplicas biologicas
independientes, cada una cuantificada en triplicado técnico.

Los datos finales se organizaron y analizaron en R v4.3.2, donde se calcularon
promedios, desviaciones estandar y comparaciones estadisticas entre variantes
mediante ANOVA unifactorial o, cuando la distribucion de datos lo requirio, pruebas
no paramétricas (Welch o Kruskal-Wallis). Las figuras se representaron como
graficas de barras o boxplots que muestran la variabilidad entre réplicas y los valores
de significancia estadistica ajustados.

5.7.Ensayo de movilidad

El ensayo de motilidad de tipo natatoria se realiz6 siguiendo las condiciones descritas
por Cruz-Pérez et al. (2021) y Alexandre et al (2010), con modificaciones para A.
baldaniorum Sp245 y sus variantes. Las cepas fueron cultivadas inicialmente en
medio Rojo Congo (CR) para obtener colonias individuales. A partir de una colonia
aislada, se inocularon 5 mL de medio rico Difco (MD) y se incubaron a 30 °C con
agitacidon constante durante 18 h. Este precultivo se utilizé para inocular un nuevo
cultivo en 5 mL de medio MD fresco, ajustando una densidad éptica inicial (ODggo)
de 0.01, y se incubé nuevamente a 30 °C hasta alcanzar una ODgo de
aproximadamente 0.5, correspondiente a ~2x10® UFC/ml.

Una vez alcanzada la densidad deseada, se tomaron 5 pyL de cada cultivo y se
inocularon cuidadosamente en el centro de placas con medio minimo K
suplementado con malato o prolina (10 mM) como unica fuente de carbono y con
agar bacterioldgico al 0.25 % (p/v) para permitir la motilidad de tipo nado. Las placas
se prepararon el mismo dia del experimento y se dejaron solidificar completamente
antes de la inoculacion.

Las placas inoculadas se incubaron en posicion normal a 30 °C en condiciones
estaticas. El diametro del halo de motilidad se mididé a las 24 h y 48 h posteriores a
la inoculacion, utilizando una regla milimétrica estéril. Cada cepa y condicion se
ensayo con al menos tres réplicas bioldgicas independientes, cada una evaluada por
triplicado técnico.
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5.8.Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron con un minimo de tres réplicas bioldgicas
independientes, cada una derivada de un cultivo inicial distinto y procesada de
manera equivalente en todas las condiciones experimentales. Para cada réplica
bioldgica se obtuvieron tres mediciones técnicas (triplicado técnico), cuyos valores
se normalizaron y grafico con R (v.4.3.2). Los valores promediados por réplica
biolégica se agruparon por condicion experimental y se evaluaron mediante pruebas
de normalidad (Shapiro—Wilk) y homogeneidad de varianzas (Levene o Bartlett,
segun correspondiera). Cuando los datos cumplieron estos supuestos, se aplicaron
pruebas paramétricas: ANOVA unifactorial, seguida de la prueba post-hoc de Tukey
para comparaciones multiples. En los casos donde no se cumplieron los supuestos,
se recurri6 a métodos no parameétricos, como Kruskal-Wallis con correccioén post-
hoc de Dunn, ajustando los valores p mediante el procedimiento de Benjamini—
Hochberg.

Los resultados se expresaron como media + desviacion estandar (DE) o como
mediana * rango intercuartilico, dependiendo de la distribucion de los datos. Las
figuras se generaron en R utilizando los paquetes ggplot2 y dplyr, y se presentaron
como graficas de barras con puntos individuales o boxplots, manteniendo escalas y
ejes consistentes entre experimentos para facilitar la comparacion directa entre
condiciones. Los valores de significancia estadistica se consideraron relevantes
cuando p < 0.05.

31



6. RESULTADOS

6.2. Arquitectura modular de CdgD en A. baldaniorum sp245

El analisis in silico de la secuencia de aminoacidos de la proteina CdgD, codificada
por el gen cdgD de A. baldaniorum Sp245, revel6 una organizacién modular tipica
de las enzimas reguladoras de la sefalizacion por c-di-GMP. La anotacion de
dominios, es decir, la identificacion computacional de regiones que corresponden a
dominios proteicos conservados mediante el servidor SMART permitié identificar
cuatro regiones principales dispuestas en el orden CHASE-PAS-GGDEF-AAL, lo
cual indica que CdgD combina mddulos sensoriales y cataliticos dentro de una

misma cadena polipeptidica (Figura 7).
Figura 7. Organizacion de dominios de la proteina CdgD de A. baldaniorum sp245

N
realizado en SMART que incluye los dominios CHASE, PAS, GGDEF y EAL, implicados
en deteccion de sefiales v metabolismo de c-di-GMP.

En esta arquitectura, el extremo N-terminal de CdgD corresponde a un mddulo tipo
CHASE formado por dos segmentos transmembranales y de una regidn
periplasmatica compuesta por dos dominios de tipo PAS, uno distal y otro proximal a
la membrana citoplasmatica, que se han asociado con la deteccion de sefales
ambientales y de compuestos presentes en la rizésfera. Inmediatamente después se
localiza el dominio PAS, de naturaleza intracelular, el cual esta implicado en la
percepcion de estimulos fisicos o quimicos, tales como oxigeno, luz o cambios en el
estado redox. Las regiones C-terminales comprenden los dominios GGDEF y AAL,
responsables respectivamente de la sintesis y la degradaciéon del segundo
mensajero c-di-GMP. La presencia simultanea de ambos dominios cataliticos sugiere
que CdgD podria comportarse como una enzima hibrida bifuncional, capaz de
alternar entre la sintesis y la hidrdlisis de c-di-GMP en respuesta a sefiales
detectadas por sus dominios sensoriales. En conjunto, la anotacion estructural indica
que CdgD constituye un elemento de sefializacion complejo, posiblemente
involucrado en la percepcion extracelular a través del dominio CHASE y en la
transduccion intracelular mediada por el dominio PAS, conectando estas sefales con
los centros cataliticos responsables del control del c-di-GMP.

o
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6.3.Caracterizacion in silico del dominio PAS
El modelado por homologia del dominio PAS de la proteina CdgD de Azospirillum
baldaniorum Sp245 permitié definir con mayor detalle su organizacién estructural y
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sus posibles caracteristicas funcionales (Figura 8). El modelo generado mediante |-
TASSER presenté un TM-score = 0.872 y un RMSD = 1.81 A, valores que indican
una prediccion altamente confiable y bien alineada con estructuras depositadas en
el Protein Data Bank. Los cinco mejores analogos estructurales obtenidos
correspondieron a proteinas bacterianas con dominios PAS funcionales: 4hiaA,
3p7nA, 6hmjA2, 6i20B y 5hziA, todos con coberturas superiores a 0.98 e identidades
de 0.13-0.22, confirmando que el modelo preserva el pliegue a/p caracteristico de
esta familia.

|

%\

Figura 8. Modelo tridimensional del dominio PAS de la proteina CdgD de A.
baldaniorum Sp245, predicho por modelado in silico (I-TASSER), mostrando la
estructura tipica compuesta por a hélices (rojo) y laminas B antiparalelas (violeta).

En la proyeccion tridimensional, el dominio mostré un nucleo central de cinco laminas
B antiparalelas, flanqueadas por cuatro a hélices periféricas, disposicién tipica de los
sensores PAS (Figura 8). Este arreglo genera una cavidad interna delimitada por las
laminas B y una a hélice terminal extendida hacia el extremo C-terminal, considerada
el eje estructural de acoplamiento con los dominios cataliticos GGDEF y EAL. La
morfologia abierta del bolsillo sugiere un espacio susceptible de interaccién con
ligandos pequenos o cofactores, como se ha descrito para sistemas PAS de tipo LOV
(luz, oxigeno o voltaje) o redox.

tLa estructura obtenida, se efectué una comparaciéon con dominios PAS bacterianos
de funcion conocida, seleccionando los modelos 6PH4 (LOV-HK de Brucella
abortus), 3P7N (EL222 de Erythrobacter litoralis) y 2GJ3 (NifL de Azotobacter
vinelandii). El alineamiento multiple mediante Clustal Omega, revel6 una identidad
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global baja (16-23 %), pero evidencidé la conservacion del andamiaje estructural
central (B-core y hélices terminales) (Figura 9).

PAS RRRETELDLLFNQAPLGIALIGP---DAKITDCNPAFARAVGVGRDGLIGIDTKLRAQ-- 55
2GJ3_1|Chains ELLPEIFRQTVEHAPIAISITDL---KANILYANRAFRTITGYGSEEVLGKNESILSNGT 57
3P7N_1|Chains - -PAQWVLDLIEASPIASVVSDPRLADNPLIAINQAFTDLTGYSEEECVGRNCRFLAGSG 58
6PH4_1|Chains QATDPFRAAVEFTLMPHLITNPHLPDNPIVFAVPAFLKLTGYEADEVWGRVCRFLQGHG 59
- - * koK % -
PAS -DPAVIAAIDAAIAGESVRLEVDRLLLAGGRHSHFSLHLQPVSTPGDP-PFVMAFVEDI- 112
2GJ3_1|Chains TPRLVYQALWGRLAQKKPWSGVLVNRRKDKTLYLAELTVAPVLNEAGETIYYLGMHRDTS 117
3P7N_1|Chains TEPWLTDKIRQGVREHKPVLVEILNYKKDGTPFRNAVLVAPIYDDDDELLYFLGSQVEV- 117

6PH4_1|Chains TDPAHVRAIKSAIAAEKPIDIDIINYKKSGEAFWNRLHISPVHNANGRLQHFVSSQLDVT 119

. %o

Figura 9. Alineamiento multiple de secuencias de dominios PAS de A. baldaniorum CdgD (PAS) y
proteinas homadlogas (PDB IDs: 2GJ3, 3P7N, 6PH4), generado con Clustal Omega. Los residuos
conservados se indican con (*) representa identidad completa, (:) similitud/conservacion fuerte y (.)
similitud/conservacion débil.
El posterior alineamiento a través de un analisis de estructura secundaria en
PROMALS3D, confirmé la asociacion de la secuencia de aminoacidos con la
estructura secundaria y permitid identificar regiones que conforman la cavidad de
unién en los PAS flavinicos. La inspeccién detallada de estos alineamientos mostro
que los residuos reportados como esenciales para la unién de FMN (resaltados en
amarillo) y FAD (resaltados en morado) en los PAS de B. abortus y E. litoralis, la
cisteina que forma el aducto covalente con el carbono C4a del anillo isoaloxazinico
de la FMN (aducto Cys—C4a), asi como los residuos GIn—Asn—Thr que estabilizan
dicho anillo, no se conservan en la secuencia del PAS de A. baldaniorum (Figura 10).

Conservation: S 5 5 S5 5 S 99 595 S 95 5 55 S5
B. abortus 1 -QATDPFRAAVEFTLMPMLITNPHLPDNPIVFAND LT HVR

E. litoralis 1 --PAQWVLDLIEASPIASVVSDPRLADNPLIAIN

Pas-A. baldaniorum 1 RRRETE LDLLFNQAPLGIP.LIGP*--DAKIT@ :{.-AVGVGRDG ICIDT*’LRA---QDPAVIH.AIE
A. vinelandi 1 ELLPEIFRQTVEHAPIAISITDL---KANILYAN mms::vm@ TSNGTT"_V"”'
Consensus_aa: spshechhp.8:h8.. 1.8 C81h.AN: hGh. .-.hhG.s.ph. .
Consensus_ss: hhhhhhhhhhh eeeeee B hhhhhhh hhhh hhh hhhhhhhh
Conservation: S S 5 55 5 95 5 S

B. abortus 70 SAIAAFKPIDIDI-INYKKSGEAFWNRLHISPVHNANGRLQHFVSSQLDVT--- 119

E. litoralis 69 QGVREHKPVLVEI-INYKKDGTPFRNAVLVAPIYDDDDELLYFLGSQVEV---- 117

Pas-A. baldaniorum 65 AAIAGE-SVRLEVDRLLLAGGRHSHFSLHLQPVSTP-GDPPFVMAFVEDI---- 112

A. vinelandi 8 GRLAQRKPWSGVL-VNRRKDKTLYLAELTVAPVINEAGETIYYLGMHRDTSELH 120
Consensus_aa: s€eSh. il citimieiaSePerninwd Bl P18 :8C... @AMt cco=hlaai.

Consensus_ss: hhhh eeeeee eee

Figura 10. Alineamiento estructural de dominios PAS obtenido mediante PROMALS3D, utilizando

secuencias de A. baldaniorum, E. litoralis, A. vinelandii y B. abortus. Las regiones secundarias predichas

se indican debajo del alineamiento (a hélices en rosa y laminas 3 en azul).

De manera similar, los residuos equivalentes al entorno de protonacion del FAD de
NifL (A. vinelandii) tampoco se hallaron presentes. La ausencia de los motivos
caracteristicos de union a flavinas sugiere que el dominio PAS de CdgD carece del
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bolsillo clasico para FMN/FAD, lo que indica un mecanismo sensorial alternativo,
posiblemente basado en cambios conformacionales intrinsecos del pliegue o en
interacciones proteina—proteina, también esta la posibilidad de que sea por algun
otro mecanismo, como la unién de otro tipo de cofactor aun no identificado, o a través
de un bolsillo modificado con diferente afinidad por FMN/FAD, mas que asumir de
manera directa la presencia del mismo repertorio de cofactores descrito en dominios
LOV descritos. A pesar de las diferencias en los residuos que conforman el bolsillo,
el empalme estructural entre el PAS de A. baldaniorum y los modelos de referencia
(PDB: 6PH4, 3P7N y 2GJ3) mostré una alta coincidencia topolégica (TM-score >
0.83) y un bajo RMSD, lo que confirma la conservacion del pliegue global
caracteristico del dominio PAS a pesar de su baja identidad en secuencia.
El analisis combinado de secuencia y estructura permitio resaltar dos elementos
notables del dominio PAS de CdgD:
a) una cisteina localizada en la region central (C407), unica en el modelo y
potencialmente relevante por su posicion dentro del bolsillo sensorial (Figura
11)
b) una a hélice terminal altamente conservada, adyacente al nucleo 3, implicada
en la transmisién estructural.

Figura 11. Modelo tridimensional del dominio PAS de CdgD generado en I-TASSER. Las
laminas B se muestran en cian, las hélices a en rojo, la hélice eliminada en la mutante
PAS-AaH en magenta y el residuo Cys407 en amarillo dentro de la cavidad interna.
Estos elementos fueron identificados como sitios estructuralmente relevantes para la
generacion de mutantes y para los estudios funcionales posteriores. En conjunto, la
caracterizacién estructural comparativa del dominio PAS de CdgD indica que,
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aunque la proteina conserva la topologia a/f tipica de esta familia, presenta cambios
en la secuencia de aminoacidos que podrian permitirle detectar otros cofactores, o
incluso flavinas, mediante mecanismos distintos a los descritos previamente en otros
microorganismos.

6.4.Ensayos de acoplamiento molecular del dominio PAS
Para explorar el posible comportamiento del dominio PAS como sensor molecular,
se realizaron ensayos de acoplamiento molecular (docking) empleando AutoDock
Vina. Los analisis se llevaron a cabo utilizando el modelo tridimensional del dominio
PAS de la proteina CdgD de Azospirillum baldaniorum previamente obtenido por |-
TASSER, y un modelo homodimérico generado a partir de la superposicion con uno
de los moldes estructurales sugeridos por el programa. Esta disposicién permitio
evaluar la accesibilidad del bolsillo sensorial en una conformacién mas cercana al
arreglo funcional que adoptan los PAS en sistemas bioldgicos.

Como referencia y control experimental, se realizé un ensayo de redocking del
acoplamiento del cofactor flavin-mononucleétido (FMN) en el PAS EL222 de
Erythrobacter litoralis (PDB 3P7N), obteniéndose una energia de unién de -10.5
kcal/mol y una localizacion coincidente con lo reportado en la proteina cristalizada
(Figura 12A). Este control permitié validar los parametros de exhaustividad, tamafio
de caja y numero de poses empleados en el docking.

EI222 de Erythrobacter litoralis A | "CdgD-PAS A baldaniurum | B

&)

Figura 12. Comparacién del acoplamiento molecular (docking) de FMN en dominios PAS en (A)
Acoplamiento de FMN en el dominio PAS de EI222 de Erythrobacter litoralis (PDB: 3P7N),
mostrando la conformacién y los residuos clave previamente descritos para la unién al cofactor.
(B) Acoplamiento del mismo ligando en el modelo PAS de CdgD de A. baldaniorum.

El acoplamiento del mismo ligando sobre el modelo PAS de CdgD revel6 una energia
de union de -7.9 kcal/mol y un modo de interaccion desplazado respecto al nucleo
de laminas B (Figura 12B). En lugar del entorno polar observado en el PAS flavinico,

36



el ligando se alojo en una cavidad mas hidrofobica delimitada por Phe34, Val38,
Ala37, Leu79 y GIn55, lo que sugiere un cambio en la composicién quimica del
bolsillo sensorial. El analisis de densidades electronicas mostré una ausencia de
contactos directos tipo puente de hidrogeno con el anillo isoaloxazinico, lo cual
coincide con la pérdida de los residuos conservados para la union de FMN/FAD
descritos en los alineamientos estructurales. Sin embargo, las interacciones
detectadas entre FMN/FAD y el modelo del PAS de CdgD apuntan a un posible
cambio en la conformacion del bolsillo de uniéon en comparacion con otros dominios
PAS dependientes de flavinas descritos.

A fin de explorar la contribucién de regiones especificas del PAS de CdgD, se
realizaron acoplamientos adicionales utilizando los modelos con mutacion puntual
C407S y con la delecion de la a hélice terminal (Figura 13). En el mutante C407S, el
bolsillo se mantuvo accesible, pero presenté una reduccion de la afinidad (-5.1
kcal/mol) y una redistribucion de los contactos hacia residuos periféricos,
principalmente Thr35 y Arg63 (Figura 13B). En contraste, la eliminacion de la hélice
a conservada modifico notablemente la geometria del pliegue, generando una
cavidad mas profunda pero parcialmente colapsada, con una energia de
acoplamiento de -5.5 kcal/mol (Figura 13A).

CdgD-PAS eliminacion e la hélice a| A | CdgD-PAS mutacién puntual C407S | B

Figura 13. Acoplamiento molecular (docking) de FMN en los modelos mutantes del dominio PAS de CdgD
de A. baldaniorum. (A) Variante con eliminacién de la a hélice, que muestra una cavidad mas abierta y una
disminucion en la afinidad por FMN. (B) Variante con la mutacion puntual C407S, en la que el ligando
presenta una orientacion desplazada y una menor energia de acoplamiento. Ambos modelos evidencian
una alteracion del bolsillo sensorial y una pérdida de los contactos estructurales que estabilizan la unién del

El conjunto de simulaciones mostré que, en el modelo del dominio PAS de CdgD, las
moléculas tipo FMN/FAD aun pueden establecer interacciones con la cavidad
sensorial, pero los contactos y las energias de acoplamiento difieren de las descritas
para dominios PAS dependientes de flavinas ya caracterizados. Esto es coherente
con la baja conservacion de los residuos clave de union observada en los
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alineamientos estructurales y sugiere que el bolsillo del PAS de CdgD podria adoptar
una conformacion distinta, con un modo de reconocimiento de ligando
potencialmente modificado. En este contexto, los modelos obtenidos por empalme a
partir de PAS previamente cristalizados podrian no reflejar por completo las
particularidades de la secuencia de CdgD, por lo que sera necesario explorar en el
futuro plantillas estructurales alternativas o, en ausencia de estas, plantear la
obtencién de una estructura experimental del dominio PAS para definir con mayor
precision su afinidad por FMN/FAD y/o la posible participacion de otros cofactores.

6.5. Construccion de las variantes genéticas de cdgD

Con el objetivo de analizar la contribucion de los distintos dominios funcionales de
CdgD en el metabolismo y regulacion de c-di-GMP, se generaron variantes Génicas
especificas mediante mutagénesis sitio-dirigida. Esta metodologia permitié introducir
sustituciones puntuales en los dominios cataliticos GGDEF y EAL, asi como
modificaciones dirigidas al dominio PAS, previamente identificado como sensorial a
través del modelado estructural y los ensayos de acoplamiento molecular.

Las variantes obtenidas correspondieron a:

a) GGKEF, en la cual se sustituy6 el residuo acido aspartico por lisina (D584K)
dentro del motivo GGDEF, con el propésito de inactivar su funcion de diguanilato
ciclasa

b) AAL, donde se reemplazé el residuo acido glutamico (E710A) en el dominio EAL,
presuntamente involucrado en la actividad fosfodiesterasa

c) PAS, mutante puntual Cys407—Ser (C407S), disefiada con base en el modelado
in silico para evaluar la funcion de la cisteina central del dominio PAS

d) PAS, una variante con deleciéon de la a hélice del mismo dominio, asociada
estructuralmente a la transmision conformacional (Figura 6B).

Los oligonuclettidos se disefiaron utilizando la plataforma NEBaseChanger®,
ajustando la longitud, el contenido GC y la temperatura de fusién (Tm) para cada
reaccion. Las secuencias se sintetizaron con las sustituciones deseadas en letras
minusculas y se validaron in silico mediante alineamientos con la secuencia de
referencia de cdgD.
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Cada mutaciéon se introdujo mediante una PCR inversa de alta fidelidad con la
polimerasa Q5 Hot Start, utilizando como molde el plasmido pBBRcdgD
(aproximadamente 8 kb). Las reacciones se sometieron a un gradiente térmico (63—
72 °C) para optimizar la amplificacion (Figura 14). Los productos obtenidos mostraron
bandas definidas del tamafio esperado (~8000 pb), evidenciando una amplificacion
completa del plasmido en todas las condiciones probadas (Figura 13B).

C407s H20 AcaH

Figura 14. Reaccion de PCR inversa para la generacién de mutantes puntuales de cdgD utilizando
el kit Q5®. Se muestran los productos amplificados correspondientes a las mutaciones en los
dominios GGKEF (A), AAL (B) y PAS, mutantes C407S y AaH (C). En todos los casos se obtuvieron
bandas definidas del tamafio esperado (8000pb), confirmando la eficiencia de la amplificacion y la
correcta incorporacion de las mutaciones disefiadas.

Posteriormente, los productos de PCR fueron tratados con la mezcla KLD Enzyme
Mix (quinasa—-ligasa—Dpnl), que permite la fosforilacion de los extremos, la ligacion
circular del plasmido amplificado y la digestion selectiva del ADN metilado parental.
En los ensayos de ligacion, realizados por 30 minutos y 1 hora a temperatura
ambiente, se observo la aparicion de una banda superenrollada (~8000 pb),
indicativa de plasmido circularizado (Figura 15).

39



C407s H20

Figura 15. Ensayo de ligacion de los productos de PCR inversa mediante la enzima KLD para la
generacion de mutantes puntuales de cdgD. Los paneles (A) y (B) corresponden a las mutaciones
en los dominios GGKEF y AAL, respectivamente, donde se evaluaron distintos tiempos de
incubacion (30 min y 1 h) y se incluyo6 el control de PCR. El panel (C) muestra los productos de
ligacion de las mutaciones en el dominio PAS (C407S y AaH).

Las construcciones resultantes: GGKEF, AAL, PAS-C407S y APASaH, fueron
posteriormente transformadas en E. coli DH5qa, generando colonias recombinantes
resistentes a gentamicina (30 ug/mL). Estas cepas se mantuvieron como fuente
primaria de los plasmidos modificados para los siguientes pasos de validacién
molecular y transferencia hacia A. baldaniorum Sp245.

6.6.Estimacion de los niveles intracelulares de c-di-GMP

Con el propdsito de evaluar el efecto de las mutaciones generadas en los dominios
cataliticos del gen cdgD, se determind la acumulacion intracelular del segundo
mensajero c-di-GMP en cepas de Escherichia coli transformadas con las distintas
variantes génicas construidas. Para este analisis se utilizé el biosensor pDZ-2, cuyo
sistema de deteccion se basa en un riboswitch sensible a los niveles intracelulares
del nucledtido ciclico, de modo que el cociente entre la fluorescencia roja (TurboRFP)
y la verde (AmCyan) es directamente proporcional a la concentracién de c-di-GMP
(Figura 16 y 17).

40



Figura 16. Ensayos de fluorescencia en E. coli mostrando, de izquierda a derecha, la imagen merge,
la sefial verde de AmCyan (control de expresion) y la sefal roja de TurboRFP, que actia como
indicador de los niveles de c-di-GMP. En la parte inferior se muestra la organizacion modular de CdgD,
marcando con un asterisco la mutacion evaluada. Las imagenes se adquirieron en un microscopio
invertido Nikon TE2000U equipado con un obijetivo 100X v se analizaron en NIS-Elements.

Figura 17. Ensayos de fluorescencia en E. coli mostrando, de izquierda a derecha, la imagen merge,
la sefial verde de AmCyan (control de expresion) y la sefial roja de TurboRFP, que indica los niveles
de c-di-GMP. En el esquema inferior se muestra la organizacion modular de CdgD y se sefala con un
asterisco la mutacién ubicada en el dominio AAL. Las imagenes se adquirieron en un microscopio
invertido Nikon TE2000U equipado con un objetivo 100X y se analizaron en NIS-Elements.

En cada campo visual se cuantificé exclusivamente la fluorescencia emitida por las
bacterias que presentaban sefial en el canal AmCyan, correspondiente a la poblacion
con expresion activa del biosensor. A partir de esas mismas células se obtuvo el valor
de fluorescencia TurboRFP, y con ambos datos se calculé el indice de intensidad
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relativa de fluorescencia (RFP/AmCyan). Este indice fue posteriormente normalizado
con respecto al control negativo (vector vacio) y al control positivo (cepa portadora
del cdgD silvestre).

En las cepas transformadas con la variante GGKEF (D584K), dirigida al dominio
GGDEF, se observé una disminucién general en la intensidad relativa de
fluorescencia, lo que sugiere una menor acumulacion de c-di-GMP en comparacién
con la cepa que expresa el gen completo. Entre los distintos clones analizados, las
cepas 7-GGKEF y 25-GGKEF mostraron valores intermedios de fluorescencia,
mientras que 33-GGKEF y 83-GGKEF presentaron reducciones notorias respecto al
control positivo (Figura 18). Este comportamiento es coherente con la sustitucion del
residuo catalitico Asp584, implicado en la actividad de diguanilato ciclasa, cuya
alteracion provocaria una disminucion en la sintesis del mensajero.

En contraste, las cepas portadoras de la mutacion AAL (E710A), correspondiente al

0.3

0.2

Intensidad relativa de fluorescencia

R e e T e

-0.1

W31-A 7-GGKEF 17-GGKEF 25-GGKEF 33-GGKEF 83-GGKEF
Muestras

Figura 18. Intensidad de fluorescencia relativa a las 48 h para las mutantes GGKEF, normalizada
contra el control negativo (W31-P). Valores por debajo de cero indican fluorescencia menor al control.
W31-A corresponde al control positivo. Las barras muestran media + DE de tres réplicas bioldgicas.

dominio EAL, mostraron una tendencia inversa, con un aumento en la intensidad
relativa de fluorescencia. En particular, los clones 53-AAL y 62-AAL presentaron las
sefiales mas elevadas, mientras que las variantes 13-AAL y 18-AAL mantuvieron
intensidades similares a las del control negativo (Figura 19). Este incremento en el
cociente de fluorescencia indica una acumulacion intracelular de c-di-GMP, atribuible
a la pérdida de la actividad fosfodiesterasa por la sustitucion del residuo de acido
glutamico conservado del dominio EAL.
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Intensidad relativa de fluorescencia (candidatas con GGKEF)

0.4

0.3

Intensidad relativa de fluorescencia

W31-A 13-AAL 18-AAL 31-AAL 53-AAL 82-AAL
Muestras

Figura 19. Intensidad de fluorescencia relativa a las 48 h para las mutantes en el dominio AAL,
normalizada contra el control negativo (W31-P). W31-A corresponde al control positivo. Los valores
representan media + DE de tres réplicas bioldgicas.

Estos resultados confirman que las mutaciones introducidas en los motivos
cataliticos GGDEF y EAL alteran significativamente el balance de sintesis vy
degradacion del segundo mensajero. Las diferencias observadas en la intensidad de
fluorescencia entre los distintos clones permitieron identificar las construcciones con
efectos mas pronunciados sobre los niveles de c-di-GMP, las cuales fueron
seleccionadas para su posterior confirmacion por secuenciacion y analisis fenotipico
en A. baldaniorum Sp245. La medicidén de fluorescencia se realizé en un sistema
heter6logo de E. coli portador del biosensor pDZ-2, expresando un gen de
Azospirillum. Dado que esta aproximacion se encuentra en fase de estandarizacion
para CdgD, es esperable una variabilidad mayor entre réplicas/clones, lo que puede
reducir la significancia estadistica con n=3, aun cuando exista una tendencia

6.7.Validacion de mutantes puntuales

Con el fin de confirmar la correcta introduccion de las mutaciones disefiadas en los
dominios GGDEF, EAL y PAS del gen cdgD, se llevo a cabo la validacion molecular
de todas las construcciones generadas mediante PCR y secuenciacion Sanger.

Las regiones modificadas fueron amplificadas utilizando la Phusion™ Plus DNA
Polymerase, obteniéndose fragmentos de los tamafos esperados: aproximadamente
400 pb para GGKEF, 300 pb para AAL y ~850 pb para las variantes del PAS (Figura
20-23). La nitidez de las bandas y la ausencia de productos inespecificos confirmaron
la eficiencia y especificidad de las reacciones de PCR.
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En las mutantes en los sitios cataliticos, la secuenciacién confirmé los cambios
planeados: en GGKEF, el codon GAC — AAG, sustituyendo el residuo Asp584 por
Lys, y en AAL, el codon GAG — GCG, reemplazando Glu710 por Ala, validando asi
las mutaciones en los motivos GGDEF — GGKEF y EAL — AAL, respectivamente
(Figuras 20-21)

2 .. 214 = 3 bases E
JBATACGGTG6G6G6CCGE6G6CTGEG6CGEG6AAAGBGCGAGTTCCTGATCGBTCG6TGBCCGGGCCATC
GGKEF
ol
[6cT666C66ATREGAGTTCCTGA
!6GCTGGGCGGAGACGAGTTCCTGATC
1 1 1 1 1
T T L m g T T
iCCGACCCGCCTCTGCTCAAGGACTAC | 1
5860 , , , ., 585 , ., |
Arg Leu Gly Gly Asp Glu Phe Leu Ile (
| | |
I w |
] ‘ \
| ‘ ‘ I
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Figura 20. Confirmacién por secuenciacion Sanger de la mutacion GGKEF; el cromatograma muestra el
cambio GAC — AAG que sustituye Asp584 por Lys en el dominio GGDEF.
GCGCATTTCCGBGACGACCTCG6TGB6G6TCGG6G66TGBLELEG6CGCTGTTGCGCTGBB6CB6CCACCCGG

AAL
el
[66TC6666TGgrGCGCTGTTGE

CGTGGTCGGGGTGGAGGCGCTGTTGCGC

GCACCAGCCCCACCTCCGCGACAACGCG

T T ' T T

710, L

5 1 1 1 !
1 Val val Gly val

Glu Ala Leu Leu Arg

GAG — GCG que sustituye Glu710 por Ala en el dominio EAL.

De manera similar, las variantes del dominio PAS fueron validadas
experimentalmente. La PCR amplificé un fragmento de aproximadamente 857 pb,
correspondiente a la region que codifica para el dominio PAS (Figura 21). Las cepas
candidatas 1 y 2 correspondieron a la mutacién puntual PASmp (C407S), mientras
que las candidatas 3 y 4 contenian la eliminacién de la a hélice conservada del PAS
(PASaH). Ambas modificaciones fueron confirmadas por secuenciacion,
observandose en el caso de PASmp el cambio del triplete TGC — AGC, que sustituye
Cys407 por Ser, mientras que en PASaH se elimind la a hélice identificada como el
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Figura 21. Confirmacién por secuenciacion Sanger de la mutacién AAL; el cromatograma muestra el cambio



elemento estructural mas conservado del dominio, sin afectar los residuos
adyacentes ni la topologia B-a caracteristica del pliegue PAS (Figura 22-23).

GCCCOOGACBGCCAABATCAC TG ACABEAATCCOBBCCTTCBCCCBTACBEBTCGS

PASmMpCS-F
lal : ]
IGATCAC TGACAQCAATCCGGCCTTC
ng

AGATCACTGACTGCAATCCGGCCTTCG!H

| RS ] | PR T U R B B
T T it 1 T

"TCTAGTGACTGACGTTAGGCCGGAAGCH

' . 405 L ) L 410
Lys Ile Thr Asp Cys Asn Pro Ala Phe A

A

Figura 22. Confirmacion por secuenciacion Sanger de la mutacion PASmp; el cromatograma muestra el cambio
TGC — AGC que sustituye Cys407 por Ser en el dominio PAS.

AGATCACTO ACT CAATECEECO006BO0AGCTGEGEG6B6COBCG6ACEG66CTEATEC
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JCAAGATCACTGACTGCAATCCGGCCTTCGCCCGTGCGGTCGGAGTGGGGCGCGACH
1 . L + Il " ! " I + 1
T + T + T + T t T T T

36TTCTAGTGACTGACGTTAGGCCGGAAGCGGGCACGCCAGCCTCACCCCGCBCTG!
405 . . ., ., 410 ., . L 415 Bt 420
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|6 TTCTAGTGACTGACGTTAGGC]

Alfpel-R
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Conservation:

PAS_A baldaniorum 1 RRRETELDLLFNQAPLGIALIGPDAKITDCNPAFARAVGVGRDGLIGIDTKLRAQDPAVIAAIDAAIAGE 70
Mutante_PAS 1 RRRETELDLLFNQAPLGIALIGPDAKITDCNP------ GVGRDGLIGIDTKLRAQDPAVIAAIDAAIAGE 64
Consensus_ss: ARAARARA =) =) K1 [ KWW/
Conservation: _—— —— ———

PAE_F—._baldanicrum 71 SVRLEVDRLLLAGGRHSHFSLHLHQPVSTPGDPPFVVAMFVEDI 114

Mutante_ PAS 65 SVRLEVDRLLLAGGRHSHFSLHLHQPVSTPGDPPFVVAMFVEDI 108

Consensus_ss: [ PR — [ — [P —

Figura 23. Validacién de la mutante PASAaH de cdgD. El cromatograma de secuenciacion indicando el sitio de
delecion y el alineamiento de la secuencia de aminoacidos del dominio PAS silvestre con la mutante, donde se
observa la pérdida parcial de la a hélice conservada y la conservacion del resto de la estructura secundaria.
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Finalmente, los plasmidos validados se transfirieron exitosamente a Azospirillum
baldaniorum Sp245 mediante conjugacién biparental, ya que la transformacion
quimica o por electroporacion no es un método rutinario ni reproducible para este
hospedero en nuestras condiciones. La integracion de las construcciones en el
hospedador fue comprobada mediante PCR combinada con un iniciador dirigido al
gen de resistencia a gentamicina (presente en el vector pPBBR1MCS-2) y otro
especifico del gen cdgD, obteniéndose un producto de aproximadamente 2000 pb
unicamente en las cepas transformadas, confirmando la presencia de las variantes
recombinantes en A. baldaniorum (Figura 24).

Figura 24. PCR de verificacion de la insercion de las construcciones recombinantes en
Azospirillum baldaniorum Sp245. Se observa un amplicén especifico en las cepas
transformadas (AAL, GGKEF, C407S y AaH), mientras que el control negativo (H,O) no
mostro sefial, confirmando la presencia de las variantes del gen cdgD en el hospedador.
Estos resultados demuestran la correcta obtencién y verificacion de las mutaciones
puntuales y eliminaciones en el dominio PAS y en los sitios cataliticos de CdgD,
estableciendo las bases moleculares para su posterior caracterizacion funcional en
la modulacién de los niveles intracelulares de c-di-GMP y su relacion con la movilidad

bacteriana.

6.8.Ensayos de movilidad

Con el propdsito de evaluar el efecto de las mutaciones generadas en el gen cdgD
sobre la movilidad bacteriana regulada por c-di-GMP, se realizaron ensayos de
motilidad natatoria en medio minimo base K suplementado con prolina o malato
como unicas fuentes de carbono. Las cepas de Azospirillum baldaniorum Sp245
portadoras de las variantes GGKEF, AAL, PAS-C407S y PASAaH, junto con los
controles Sp245 WT, Sp245 (pBBR1MCS) y Sp245 (cdgD), se inocularon en el centro
de placas en agar semisolido (0.25 %) y se incubaron a 30 °C durante 48 h.
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Movilidad en prolina

En medio K—prolina se observaron diferencias claras en el didametro de los halos de
desplazamiento (Figura 25). La cepa Sp245 (cdgD), que sobreexpresa el gen
completo, mostré el mayor halo de movilidad, significativamente superior al de la
cepa silvestre (p < 0.05), lo que indica que la sobreexpresion de CdgD favorecen un
estado mas movil. La variante Sp245 (cdgDeeper-ceker) también presentd halos
amplios, comparables a los de la cepa sobreexpresada, lo que sugiere que la
mutacion en el motivo GGDEF no impide a CdgD sostener la motilidad en estas
condiciones y es consistente con que, bajo este contexto, la proteina opere
principalmente como fosfodiesterasa.

El control Sp245 (pBBR1MCS) exhibié halos menores que la WT, lo que
probablemente refleja el costo energético de portar el vector vacio. Entre las
variantes del dominio PAS, PAS-C407S mostré una reduccién consistente en el
diametro de los halos, mientras que PAS-AaH presentd un fenotipo drasticamente
afectado, con una movilidad disminuida y diferencias altamente significativas
respecto al resto de las cepas (p < 0.001). Estos resultados indican que las
alteraciones en el PAS, en especial la delecion de la a hélice conservada,
comprometen severamente la capacidad de desplazamiento en prolina.

La cepa Sp245 (cdgDeaL-aaL) mostro halos menores que los de la WT, sin alcanzar la
reduccion extrema observada en APASaH. Esto sugiere que la mutacion en el
dominio EAL tiene un efecto negativo sobre la motilidad, pero no tan marcado como
el causado por la alteracion estructural profunda del dominio PAS (Figura 26).

Sp245 (AAL) Sp245 (AaH)

Sp245 (GGKEF) Sp245 (CdgD) Bp245(C407s)

Figura 25. Ensayos de motilidad natatoria en medio K—prolina (48 h) de Azospirillum
baldaniorum Sp245 y variantes de cdgD (cdgD, GGKEF, AAL, PAS-C407S, APASaH),
mostrando diferencias en el tamafio de los halos de desplazamiento.
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Movilidad en prolina (48 h)

ek

-

—

HH

H

D_i_é:metro del halo (c_m}
HH
HH

=

" <005 *"p<0.01, **"p < 0.001 (ANOVA de una via + prueba de Tukey)

Figura 26. Diametro de los halos de movilidad en medio K—prolina (48 h) de Azospirillum
baldaniorum Sp245 y variantes de cdgD. Las mutaciones en GGDEF, EAL y PAS alteran la
motilidad, con una reduccién marcada en la delecién de la hélice a del PAS.

Movilidad en malato

En medio K-malato (Figura 27) se observé una tendencia similar, aunque menos
pronunciada. Las cepas Sp245 (cdgD) y Sp245 (cdgDcepeEF-Geker) mostraron los
halos de mayor tamafo, significativamente superiores a los de PASAaH (p < 0.001),
lo que indica que, en este sustrato, ambas construcciones sostienen un fenotipo
movil, indicando una funcién como fosfodiesterasa. La cepa Sp245 (pBBR1MCS-5)
se mantuvo cercana al nivel de la WT, mientras que PAS-C407S presentd una
disminucién en el diametro de los halos.

Al igual que en prolina, la mutante APASaH exhibié la mayor reduccién de movilidad,
con halos notablemente menores que los del resto de las cepas. Por su parte, Sp245
(cdgDeaL-aaL) mostré una disminucion de la motilidad respecto a la WT y a las
variantes cdgD y GGKEF, consistente con la funcién de este dominio.

En conjunto, los ensayos de movilidad en prolina y malato indican que la actividad
de CdgD depende de la interaccion funcional entre sus dominios sensoriales y
cataliticos. Las mutaciones en GGDEF y EAL modifican el fenotipo de motilidad con
respecto a la WT, mientras que las alteraciones estructurales en el dominio PAS, en
especial la delecion de la a hélice conservada, disminuyen notablemente la movilidad
de A. baldaniorum sp245.
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Sp245(AAL) Sp245(C407S)

Sp245(GGKEF) Sp245(CdgD) Sp245(AaH)

Figura 27. Ensayos de motilidad natatoria en medio K—malato (48 h) de Azospirillum
baldaniorum Sp245 y variantes de cdgD, donde se observa una reduccion de la movilidad en
las mutantes AAL, PASmp y especialmente PASAaH.

Movilidad en K-malato (48 h)
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Figura 28. Diametro de los halos de movilidad en medio K-malato (48 h) de Azospirillum
baldaniorum Sp245 y variantes de cdgD. Las mutaciones en GGDEF, EAL y PAS modifican
la motilidad, destacando la disminucion observada en PASAaH.
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7. DISCUSION

El presente estudio se enmarca en el creciente interés por comprender como las
bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) regulan la transicion entre los
estados moviles y sésiles a través de la sefalizacion intracelular mediada por el
segundo mensajero c-di-GMP (Huang et al., 2024). Esta molécula regula multiples
procesos fisioldgicos, entre ellos la motilidad, la formacién de biopeliculas, la
produccion de exopolisacaridos y la interaccién planta—microorganismo (Ryan &
Dow, 2006; Valentini & Filloux, 2016). Dentro de este sistema, la proteina hibrida
CdgD, la cual integra dominios sensoriales (PAS y CHASE) y cataliticos (GGDEF y
EAL), participan de manera importante en la regulacién de la motilidad de
Azospirillum baldaniorum Sp245, en las condiciones evaluadas en este estudio.

La arquitectura modular de CdgD permite que la célula perciba sefiales intracelulares
a través de su dominio PAS y las traduzca en cambios en el nivel intracelular de c-
di-GMP mediante las actividades opuestas de sus dominios cataliticos GGDEF
(diguanilato ciclasa) y EAL (fosfodiesterasa). Este tipo de proteinas hibridas ha sido
reportado en multiples bacterias (Mata et al., 2018; Seshasayee et al., 2010). En
Azospirillum, el estudio de CdgD adquiere especial relevancia porque la sefalizaciéon
por c-di-GMP se ha vinculado directamente con la capacidad de esta bacteria para
colonizar raices e internalizarse en tejidos de trigo (Sierra et al., 2021). De forma
similar, en otros modelos como Pseudomonas aeruginosa y diversas especies del
género Vibrio se han caracterizado redes extensas de sefalizacion por c-di-GMP que
combinan enzimas DGC, PDE y numerosas proteinas GGDEF-EAL hibridas, las
cuales coordinan procesos como la motilidad, la formacion de biopeliculas y la
virulencia (Kulasakara et al., 2006; Rémling & Galperin, 2023; Gong et al., 2023). En
este contexto comparativo, CdgD de A. baldaniorum se integra como una de las
proteinas hibridas CHASE-PAS-GGDEF-EAL que potencialmente conectan la
percepcion de senales del suelo y de la planta con la regulacion fina de los niveles
intracelulares de c-di-GMP. En consecuencia, las mutaciones que afectan cualquiera
de sus dominios tienen un impacto directo sobre la motilidad y la capacidad de
colonizacion, como se evidencié en los fenotipos analizados.

Los resultados de este trabajo confirman que el dominio PAS de CdgD cumple un
papel central tanto estructural como funcional.

Lejos de actuar unicamente como un sensor pasivo, los fenotipos de las mutantes
PAS-C407S y PASAaH sugieren que el dominio PAS podria funcionar como un
modulo de acoplamiento estructural, capaz de transmitir cambios conformacionales
hacia los dominios cataliticos y, con ello, contribuir a modular el equilibrio entre la
sintesis y la degradacion de c-di-GMP. Aunque los modelos de I-TASSER muestran
una alta conservacion del pliegue PAS con identidades de secuencia de solo 13-22
%, los fenotipos de las mutantes PAS-C407S y APASaH apoyan la idea de que la
integridad del dominio PAS es necesaria para sostener la motilidad y la regulacion
de c-di-GMP en CdgD.

Los dominios PAS (Per—Arnt—Sim) son sensores universales presentes en todos los
reinos de la vida, capaces de detectar estimulos fisicos o quimicos como luz,
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oxigeno, potencial redox o metabolitos (Taylor & Zhulin, 1999; Henry & Crosson,
2011). En bacterias, se asocian frecuentemente a quinasas, ciclasas vy
fosfodiesterasas, y su funcién principal consiste en traducir la deteccion del entorno
en una respuesta estructural que activa o inhibe al dominio efector. Estructuralmente,
los PAS comparten un pliegue conservado de cinco laminas  antiparalelas rodeadas
por 4-6 a hélices, que forman una cavidad interna para la uniéon de cofactores como
FMN, FAD o hemo (Mdglich et al., 2009; Stuffle et al., 2021). La unién de estos
cofactores altera el estado electronico del dominio, generando desplazamientos
helicoidales que transmiten la sefal a regiones adyacentes.

En el caso del PAS de CdgD, los alineamientos estructurales con dominios
homologos de Brucella abortus (6PH4), Erythrobacter litoralis (3P7N) y Azotobacter
vinelandii (2GJ3) evidenciaron que, aunque el pliegue global se conserva, los
residuos clave para la unién de FMN/FAD no estan presentes. Este resultado sugiere
que el PAS de CdgD podria no comportarse como un sensor flavinico tipico y que,
en cambio, podria reconocer otros tipos de ligandos, lo que propone un modo
alternativo de deteccion, posiblemente basado en cambios conformacionales
internos o en interacciones proteina—proteina. Casos similares han sido reportados
en otros sistemas donde los PAS actuan como transductores mecanicos o
reguladores alostéricos sin requerir cofactores (Henry & Crosson, 2011; Amezcua et
al., 2002). Por tanto, la ausencia de los motivos flavinicos clasicos no implica pérdida
de funcion, sino una diversificacion adaptativa de la senalizacion PAS,
potencialmente ajustada al entorno rizosférico.

Entre los rasgos mas destacados del PAS de CdgD se encuentra la presencia de una
cisteina expuesta (C407) en la cavidad interna. Aunque no corresponde a las
cisteinas reactivas de los sensores LOV o redox, su ubicacién sugiere una funcién
estructural relevante, posiblemente asociada a la estabilizacién del pliegue o al
acoplamiento con la hélice terminal. En varios sistemas, las cisteinas del PAS son
esenciales para la propagacion de la sefal, ya sea mediante enlaces covalentes con
el cofactor (en LOV) o en la coordinacion de grupos redox (en FixL y NifL) (Zoltowski
& Gardner, 2011; Burgie & Vierstra, 2014). En dominios PAS tipo LOV, una cisteina
conservada ubicada en el bolsillo sensorial forma, tras la excitacion con luz azul, un
aducto covalente con FMN que desencadena cambios conformacionales
propagados al resto de la proteina (Nash et al., 2011; Rinaldi et al., 2021). En CdgD,
la Cys407 es la unica cisteina presente dentro de la region definida como dominio
PAS, por lo que se seleccioné como residuo candidato a cumplir un papel analogo
en la deteccion de sefal. La sustitucion C407S produjo una disminucion de la
motilidad, lo que sugiere que este residuo contribuye a la comunicacién estructural
entre el dominio PAS y los dominios cataliticos. Sin embargo, nuestros datos no
permiten establecer si participa de manera directa en fotodeteccién o en la unién de
FMN, de modo que la naturaleza exacta de la sefal y la conformacion que adopta
CdgD in vivo deberan abordarse en trabajos futuros.

Por otro lado, la mutante PASaH, en |la que se elimind la a hélice mas conservada
del dominio, mostré un fenotipo mucho mas severo, con una pérdida casi total de la
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motilidad. Dado que la Cys407 no se localiza en la posicion candnica descrita para
sensores LOV y la probabilidad de observar un cambio marcado con una sola
sustitucion era limitada, se optd por una aproximacion mas agresiva: eliminar dicha
hélice para perturbar de manera clara el funcionamiento del dominio PAS. En varios
sensores PAS se ha demostrado que las hélices terminales (aF/aG) actuan como
“bisagras” que transmiten los movimientos del nucleo B hacia el dominio efector o
hacia interfaces de dimerizaciéon (Amezcua et al., 2002; Kurokawa et al., 2004).
Ademas, en médulos de senalizacion por c-di-GMP de Pseudomonas aeruginosa se
ha propuesto que regiones helicoidales equivalentes contribuyen a la formacién de
dimeros PAS o a la interaccion con dominios GGDEF de otras proteinas, modulando
asi su actividad catalitica en respuesta a sefales como el hierro (Zhan et al., 2024).
En este sentido, la pérdida de la hélice probablemente impide la correcta
propagacion de la sefial y/o la formacion de complejos funcionales, desestabilizando
la conformacion activa de los dominios GGDEF o EAL, una hipdtesis que debera
explorarse en trabajos futuros.

Los analisis de docking apoyan esta hipétesis. Los modelos mutantes mostraron
energias de acoplamiento reducidas (-5.5 y -5.1 kcal-mol™ frente a =7.9 kcal-mol™
en el PAS nativo), asi como pérdida de contactos en el bolsillo sensorial. Esto sugiere
que las modificaciones estructurales debilitan la flexibilidad del dominio y su
capacidad de comunicacion intramolecular. Asi, el PAS de CdgD no funcionaria como
un sensor de ligando clasico, sino como un moédulo estructural de acoplamiento, cuya
integridad determina la orientacion y la interaccion funcional de los dominios
cataliticos.

Ademas, el modelado del PAS en forma dimérica mostré una cavidad central amplia
y una interfaz estable entre mondmeros, consistente con la funcion de dimerizacion
descrita para otras ciclasas dependientes de PAS (Luo et al., 2022). Dado que la
actividad de las diguanilato ciclasas requiere la cooperacion de dos subunidades
(Schirmer & Jenal, 2009), es plausible que el PAS de CdgD facilite esta asociacion,
alineando los sitios activos cataliticos. En este contexto, la delecion de la a hélice
conservada podria desestabilizar dicha interfaz, explicando la pérdida de motilidad
observada en la mutante PASaH.

En conjunto, los resultados permiten proponer que el PAS de CdgD podria cumplir
una doble funcién: actuar como un sensor estructural capaz de responder a cambios
ambientales o redox, y actuar como un médulo de dimerizacién garantizando la
correcta activacion de los dominios cataliticos. La sustitucion C407S afecta la
estabilidad local y la propagacion de la sefal, mientras que la eliminacién de la a
hélice impide la dimerizacion y reduce la actividad de la proteina. Ambos efectos se
traducen en un incremento de c-di-GMP intracelular y en una reduccion de la
motilidad, coherente con un estado constitutivo de alta formacion de c-di-GMP.

Esta interpretacion concuerda con los modelos propuestos para otras proteinas
hibridas PAS—-GGDEF-EAL, como SadC o BifA de P. aeruginosa (Gong et al., 2023;
Sarenko et al., 2017), donde la activacion depende de la dimerizacion mediada por
sensores PAS o HAMP.
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En conjunto, los resultados de este trabajo apoyan que CdgD participa en la
regulacion de la motilidad de A. baldaniorum bajo las condiciones ensayadas y que
la integridad de sus dominios GGDEF, EAL y PAS es importante para esta funcion.
Las mutantes en los motivos cataliticos modifican la sefial del biosensor de c-di-GMP
en E. coliy alteran el patron de desplazamiento en placa, mientras que las variantes
en el PAS, en particular la delecién de la a hélice conservada, provocan una
reduccion marcada de la motilidad. El analisis estructural sugiere que el PAS de
CdgD conserva el pliegue tipico de la familia, pero presenta cambios en residuos del
bolsillo sensorial compatibles con un modo de reconocimiento de ligando distinto al
descrito para dominios PAS dependientes de flavinas, lo que abre la posibilidad de
que detecte flavinas en un entorno diferente a lo descrito u otros cofactores aun no
caracterizados. A futuro, sera necesario combinar estudios estructurales
experimentales (por ejemplo, cristalografia o espectroscopia) con ensayos
funcionales en condiciones de interaccion con la planta para definir con mayor
precision el ligando del PAS, el grado de bifuncionalidad de CdgD y su contribucion
especifica a la adaptacion de A. baldaniorum en la rizosfera.
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8. CONCLUSION

El presente estudio demuestra que el dominio PAS de la proteina hibrida CdgD de
Azospirillum baldaniorum Sp245 desempefia un papel central en la regulacion del
segundo mensajero c-di-GMP, Para ello, se integré un enfoque combinado que
incluyd analisis bioinformatico, modelado estructural del dominio PAS, mutagénesis
sitio-dirigida y evaluacion funcional mediante un biosensor heterélogo de c-di-GMP
en E. coli y ensayos de motilidad en A. baldaniorum. El analisis in silico del PAS
permitié identificar que, pese a la baja conservacioén de residuos asociados a PAS
flavinicos, el dominio conserva el pliegue global caracteristico de la familia y presenta
una cavidad interna con elementos estructurales relevantes para disefio de
mutantes. Con base en ello se generaron dos variantes en PAS (C407S y APASaH),
ademas de mutantes dirigidas en los motivos cataliticos GGDEF (GGKEF) y EAL
(AAL). La obtencion de estas variantes y su validacion permitio disponer de un
conjunto de herramientas genéticas para probar la contribucion de cada médulo de
CdgD en condiciones experimentales controladas.

Los resultados del biosensor en E. coli y los ensayos de motilidad en A. baldaniorum
sp245 mostraron que alteraciones en cualquiera de los dominios evaluados impactan
la salida funcional asociada a c-di-GMP. En particular, las mutaciones en el dominio
PAS disminuyeron la motilidad respecto a los controles. Por su parte, las variantes
cataliticas GGKEF y AAL modificaron la sefial del biosensor y el fenotipo de motilidad
en comparacion con las cepas control, lo cual es consistente con un papel funcional
de los motivos GGDEF y EAL en la actividad global de CdgD.

Finalmente, CdgD se consolida como una proteina hibrida multifuncional capaz de
integrar percepciéon ambiental y regulacion enzimatica mediante el c-di-GMP. El
dominio PAS emerge como un médulo clave en esta arquitectura, indispensable para
mantener la comunicacién estructural y el equilibrio catalitico interno. La pérdida de
su integridad conduce a una disfuncion regulatoria observable en el fenotipo de
motilidad, aportando evidencia de cdémo la estructura molecular condiciona la
adaptacion bacteriana. Este conocimiento amplia la comprension de los mecanismos
de sefalizacion en bacterias rizosféricas y abre nuevas perspectivas para su
aprovechamiento biotecnoldgico en la agricultura sostenible.

54



REFERENCIAS

Alonazi, M. A., Alenezi, T. M., Almutairi, M. M., Alshahrani, T. S., Alotaibi, A. M., &
Alenezi, F. N. (2025). Native plant growth-promoting rhizobacteria containing
ACC deaminase improve plant growth under stress. Microorganisms, 13(7),
1199. https://doi.org/10.3390/microorganisms13071199

Andersen, J. B., Hgiby, N., & Ciofu, O. (2024). The dynamics of biofilm
development and dispersal should be included when evaluating anti-biofilm
strategies. NPJ Biofilms and Microbiomes, 10, 11.
https://doi.org/10.1038/s41522-023-00532-9

Amezcua, C. A., Harper, S. M., Rutter, J., & Gardner, K. H. (2002). Structure and
interactions of PAS kinase N-terminal PAS domain: Model for intramolecular
kinase regulation. Structure, 10(10), 1349-1361. https://doi.org/10.1016/S0969-
2126(02)00865-1

Aroney, S. T. N., Poole, P. S., & Sanchez-Canizares, C. (2021). Rhizobial
chemotaxis and motility systems at work in the soil. Frontiers in Plant Science,
12, 725338. https://doi.org/10.3389/fpls.2021.725338

BacDive. (2024). Azospirilum baldaniorum Sp245 (BacDivelD: 167292).
Bacterial Diversity Metadatabase.
https://doi.org/10.13145/bacdive167292.20250331.9.3

Barbosa, J. Z., et al. (2021). Meta-analysis reveals benefits of co-inoculation of
soybean with Bradyrhizobium spp. and Azospirillum brasilense. Applied Soil
Ecology, 163, 103913. https://doi.org/10.1016/j.aps0il.2021.103913

Barends, T. R. M., et al. (2009). Structure and mechanism of a bacterial light-
regulated phosphodiesterase. Nature, 459(7249), 1015-1018.
https://doi.org/10.1038/nature07966

Bhattacharyya, A., & Yu, S.-M. (2023). Bacterial biofiims as an essential
component of rhizosphere colonization. Frontiers in Microbiology, 14, 1210688.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2023.1210688

Bible, A. N., Stephens, B. B., Ortega, D. R., Xie, Z., Alexandre, G., & Zhulin, I. B.
(2012). The Azospirillum brasilense Che1 chemotaxis pathway controls
swimming speed and aerotaxis. Journal of Bacteriology, 194(12), 3343-3355.
https://doi.org/0.1128/JB.00310-12

10) Burgie, E. S., & Vierstra, R. D. (2014). Phytochromes: An atomic perspective on

photoactivation and signaling. The Plant Cell, 26(12), 4568—4583.
https://doi.org/10.1105/tpc.114.133900

11) Chou, S.-H., & Galperin, M. Y. (2016). Diversity of cyclic di-GMP-binding proteins

and mechanisms. Journal of Bacteriology, 198(1), 32-46.
https://doi.org/10.1128/JB.00333-15

12) Christen, M., Christen, B., Folcher, M., Schauerte, A., & Jenal, U. (2005).

Identification and characterization of a cyclic di-GMP-specific phosphodiesterase
and its allosteric control by GTP. Journal of Biological Chemistry, 280(35), 30829—
30837. https://doi.org/10.1074/jbc.M504429200

55



13) Condori, T., Vazquez-Cruz, C., Sandoval-Villalba, E., & Tavara-Zavala, K. (2024).
Inoculation with Azospirillum brasilense as a strategy to improve purple maize
yield. Microorganisms, 12(10), 2107.
https://doi.org/10.3390/microorganisms12102107

14) Corral, J., Sanchez, L. B., & Zhulin, I. B. (2023). Structural diversity and evolution
of bacterial PAS domains. Molecular Microbiology, 120(4), 574-588.
https://doi.org/10.1111/mmi.15032

15) Croes, C. L., Moens, S., Van Bastelaere, E., Vanderleyden, J., & Michiels, K. W.
(1993). The polar flagellum mediates Azospirillum brasilense adherence to wheat
roots and biofim  formation.  Microbiology, 139(9), 2261-22609.
https://doi.org/10.1099/00221287-139-9-2261

16) del Carmen Fuentes, D., Méndez-Albores, A., & Castaneda-Ledn, A. (2024).
Bioinformatic and functional analysis of a PHB polymerase (PhbC) gene in
Azospirillum baldaniorum Sp245. Journal of Applied Research and Technology,
22, 100169. https://doi.org/10.1016/j.jart.2024.100169

17) Diaz, P. R., et al. (2022). Azospirillum baldaniorum Sp245 exploits Pseudomonas
fluorescens A506 metabolites to thrive in dual-species macrocolony biofilms.
Environmental Microbiology Reports, 14(6), 1165-1174.
https://doi.org/10.1111/1758-2229.13139

18) Domeignoz-Horta, L. A., et al. (2024). Plant diversity drives positive microbial
associations in the rhizosphere enhancing carbon use efficiency in agricultural
soils. Nature Communications. https://doi.org/10.1038/s41467-024-52449-5

19) dos Santos Ferreira, N., Sant'/Anna, F. H., Massena Reis, V., Ambrosini, A.,
Volpiano, C. G., Rothballer, M., ... Zilli, J. E. (2020). Genome-based
reclassification of Azospirillum brasilense Sp245 as the type strain of Azospirillum
baldaniorum sp. nov. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, 70(12), 6203—6212. https://doi.org/10.1099/ijsem.0.004517

20) ElI-Saadony, M. T., et al. (2024). Drought-tolerant PGPR: Roles and mechanisms
under water deficit. Current Research in Microbial Sciences, 5, 100250.
https://doi.org/10.1016/j.crmicr.2024.100250

21) Flemming, H.-C., & Wingender, J. (2024). Microbial extracellular polymeric
substances in the environment, technology and medicine. Nature Reviews
Microbiology, 22(5), 289-305. https://doi.org/10.1038/s41579-023-00893-8

22) Galperin, M. Y. (2018). Diversity of structure and function of response regulator
output domains. Current Opinion in  Microbiology, 42, 47-55.
https://doi.org/10.1016/j.mib.2017.10.008

23) Galperin, M. Y., Chou, S.-H., & Marina, A. (2019). Structural diversity of EAL-
domain phosphodiesterases. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Proteins and
Proteomics, 1867(10), 118626. https://doi.org/10.1016/j.bbapap.2019.05.008

24) Galperin, M. Y., Chou, S.-H., & Marina, A. (2022). Sequence conservation,
domain architectures, and evolution of the HD-GYP cyclic di-GMP
phosphodiesterases. Journal of Bacteriology, 204(3), e00561-21.
https://doi.org/10.1128/jb.00561-21

56



25) Ganusova, E. E., Zlotnikov, I., & Zhulin, I. B. (2021). Multiple CheY proteins
control surface-associated motility in Azospirillum brasilense. Frontiers in
Microbiology, 12, 664826. https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.664826

26) Ganusova, E. E., Yang, B., Muhandiram, D., & Zhulin, I. B. (2025). Indole-3-acetic
acid (IAA) protects Azospirillum brasilense from indole toxicity and stabilizes
membrane potential. Applied and Environmental Microbiology.
https://doi.org/10.1128/aem.02384-24

27) Hahn, J., Chen, Y., Pandey, S., & Kuipers, O. P. (2025). c-di-GMP-dependent
regulation of motility by ComFB and ComFC. mBio, 16(1), e€01569-24.
https://doi.org/10.1128/mbio.01569-24

28) Hengge, R. (2021). Principles of c-di-GMP signalling in bacteria. Nature Reviews
Microbiology, 19(12), 735-749. https://doi.org/10.1038/s41579-021-00613-y

29) Heydorn, A., et al. (2000). Quantification of biofilm structures by the COMSTAT
image-analysis software. Microbiology, 146(10), 2395-2407.
https://doi.org/10.1099/00221287-146-10-2395

30) Huang, W., Wang, D., Zhang, X.-X., Zhao, M., Sun, L., Zhou, Y., Guan, X., & Xie,
Z. (2024). Regulatory roles of the second messenger c-di-GMP in beneficial
plant-bacteria interactions.  Microbiological Research, 285, 127748.
https://doi.org/10.1016/j.micres.2024.127748

31) Isenberg, R. Y., & Sondermann, H. (2024). Cyclic di-GMP in the wild: Roles during
plant and animal host colonization. Annual Review of Microbiology, 78, 181-202.
https://doi.org/10.1146/annurev-micro-021824-020153

32) Jenal, U., Reinders, A., & Lori, C. (2017). Cyclic di-GMP: Second messenger
extraordinaire. Nature Reviews Microbiology, 15(5), 271-284.
https://doi.org/10.1038/nrmicro.2016.190

33) Junkermeier, E. H., Malone, C. L., & Jenal, U. (2023). Local signaling enhances
output specificity of bacterial c-di-GMP networks. microLife, 4, uqad026.
https://doi.org/10.1093/femsml/uqad026

34) Kamimura, R., Hattori, Y., Niwano, Y., & Iwasawa, A. (2022). Quantitative
analyses of biofilm by using crystal violet: Development of a simple method using
ordinary photos. Microorganisms, 10(10), 1956.
https://doi.org/10.3390/microorganisms10101956

35) Khoso, M. A., et al. (2024). Impact of plant growth-promoting rhizobacteria on
plant growth and root development. Current Opinion in Biotechnology, 84,
103032. https://doi.org/10.1016/j.copbio.2024.103032

36) Liu, C. (2024). The global regulation of c-di-GMP and cAMP in bacteria. Molecular
Life, 3(1), e12104. https://doi.org/10.1002/mlf2.12104

37) Lori, C., Ozaki, S., Steiner, S., Bohm, R., Abel, S., Dubey, B. N., Schirmer, T., &
Jenal, U. (2015). Cyclic di-GMP acts as a cell cycle oscillator to drive
chromosome replication. Nature, 523(7559), 236-239.
https://doi.org/10.1038/nature14473

57



38) Luo, Y., Li, X., Wang, J., Zhang, Y., Zhang, C., & Zhu, J. (2022). Structural basis
for dimerization control of GGDEF diguanylate cyclases. Nature
Communications, 13, 1754. https://doi.org/10.1038/s41467-022-29465-4

39) Marschmann, G. L., et al. (2024). Predictions of rhizosphere microbiome
dynamics with a genome-informed and trait-based energy budget model. Nature
Microbiology. https://doi.org/10.1038/s41564-023-01582-w

40) Mantoni, F., Bellini, D., Chan, C., Steiner, S., & Boehm, A. (2021). Studying
GGDEF domain in the act: Mechanistic insight into diguanylate cyclase activation
and regulation. Life, 11(1), 31. https://doi.org/10.3390/life11010031

41) Mata, A. R., del Carmen P., & Peralta, H. (2018). Comparative genomic analysis
of GGDEF and EAL domain proteins in Azospirillum species. Frontiers in
Microbiology, 9, 2456. https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.02456

42) Mata, A. R., Ramos, C., Martinez-Aguilar, L., & Bashan, Y. (2018). In silico
comparative analysis of GGDEF and EAL domain signaling proteins from the
Azospirillum genomes. BMC Microbiology, 18, 115.
https://doi.org/10.1186/s12866-018-1157-0

43) Maglich, A., Ayers, R. A., & Moffat, K. (2009). Structure and signaling mechanism
of Per-Arnt-Sim domains. Structure, 17(10), 1282-1294.
https://doi.org/10.1016/j.str.2009.08.011

44) Mukherjee, T., Leclerc, G., Karlyshev, A., & Alexandre, G. (2016). Azospirillum
brasilense chemotaxis depends on two signaling pathways regulating distinct
motility parameters. Journal of Bacteriology, 198(13), 1764-1772.
https://doi.org/10.1128/JB.00020-16

45) Neildner, K., Schweers, H., Kruse, K., et al. (2025). The structural basis for high-
affinity c-di-GMP binding to GPSII domains. Journal of Biological Chemistry,
301(5), 105678. https://doi.org/10.1016/j.jbc.2024.105678

46) Nash, A. ., McNulty, R., Shillito, M. E., Swartz, T. E., & Gardner, K. H. (2011).
Structural basis of LOV domain photoreceptor activation and signal transduction.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 108(23), 9449-9454. https://doi.org/10.1073/pnas.1104251108

47) Otero, I. H., et al. (2022). B-Lactam resistance in Azospirillum baldaniorum Sp245
is linked to ampC and ampG. Journal of Bacteriology, 204(6), e00010-22.
https://doi.org/10.1128/jb.00010-22

48) Orlandini, V., et al. (2014). The Azospirillum brasilense Sp245 case: Plasmid
network analysis and genome organization. BioMed Research International,
2014, 951035. https://doi.org/10.1155/2014/951035

49) Paul, R., Weiser, S., Amiot, N. C., Chan, C., Schirmer, T., Giese, B., & Jenal, U.
(2004). Cell cycle—dependent dynamic localization of a bacterial response
regulator with a novel diguanylate cyclase output domain. Genes & Development,
18(6), 715—-727. https://doi.org/10.1101/gad.289504

50) Pelagio-Flores, R., Lépez-Bucio, J. S., & Lopez-Bucio, J. (2025). A century of
Azospirillum: Plant growth promotion and agricultural promise. Plant Signaling &
Behavior, 20(1), 2286004. https://doi.org/10.1080/15592324.2025.2551609

58



51) Prando, A. M., et al. (2024). Benefits of soybean co-inoculation with
Bradyrhizobium spp. and Azospirillum brasilense: A meta-analysis. European
Journal of Agronomy, 151, 127007. https://doi.org/10.1016/j.eja.2023.127007

52) Riechmann, C., Mataus, F., & Thiem, S. (2023). Recent structural advances in
bacterial chemotaxis signaling. Current Opinion in Microbiology, 71, 102230.
https://doi.org/10.1016/j.mib.2023.102230

53) Rick, C. E., Lee, C. K., & O'Toole, G. A. (2022). Localized c-di-GMP signaling
networks in bacterial biofilm formation. NPJ Biofilms and Microbiomes, 8(1), 61.
https://doi.org/10.1038/s41522-022-00322-5

54) Rémling, U., Galperin, M. Y., & Gomelsky, M. (2013). Cyclic di-GMP: The first 25
years of a universal bacterial second messenger. Microbiology and Molecular
Biology Reviews, 77(1), 1-52. https://doi.org/10.1128/MMBR.00043-12

55) Saharan, B. S., et al. (2024). From formulation to function: A detailed review of
microbial extracellular polymeric substances (EPS). Environmental Advances,
16, 100317. https://doi.org/10.1016/j.envadv.2024.100317

56) Samir, S., Elshereef, A. A., Alva, V., Hahn, J., Eck, F., Celma, L., Thormann, K.
M., Dubnau, D., Galperin, M. Y., & Selim, K. A. (2025). ComFB, a new widespread
family of c-di-NMP  receptor proteins. mBio, 16(3), e02007-24.
https://doi.org/10.1128/mbio.02007-24

57) Schultheily, T., Kemlein, M., Ful}, J., Tholey, A., Traulsen, A., Sondermann, H., &
Schulenburg, H. (2023). Bacterial c-di-GMP has a key role in establishing host—
microbe symbiosis. Nature Microbiology, 8, 1809-1819.
https://doi.org/10.1038/s41564-023-01468-x

58) Shelud’ko, A. V., Chupal, S. V., Matveeva, V. A., & Ptitsyn, L. R. (2019). The polar
flagellum of Azospirillum brasilense is involved in biofilm architecture. Journal of
Bacteriology, 201(6), e00572-18. https://doi.org/10.1128/JB.00572-18

59) Sierra-Cacho, D., Ramirez-Mata, A., Martinez-Méndez, R., et al. (2021). CdgC,
a cyclic-di-GMP diguanylate cyclase of Azospirillum baldaniorum is involved in
internalization to wheat roots. Frontiers in Plant Science, 12, 748393.
https://doi.org/10.3389/fpls.2021.748393

60) Stets, E. I., Oliveira, D. R., Lopes, L. D., & Pedrosa, F. O. (2015). The role of
Azospirillum in plant growth: A review. Plant and Soil, 390(1), 1-19.
https://doi.org/10.1007/s11104-015-2430-9

61) Stuffle, A. M., Johnson, M. S., Taylor, B. L., & Zhulin, I. B. (2021). PAS domains
across the kingdoms: Structure, function, and evolution. Annual Review of
Biochemistry, 90, 703-732. https://doi.org/10.1146/annurev-biochem-082520-
083401

62) Taylor, B. L., & Zhulin, I. B. (1999). PAS domains: Internal sensors of oxygen,
redox potential, and light. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 63(2),
479-506. https://doi.org/10.1128/MMBR.63.2.479-506.1999

63) Taylor, B. L., Zhulin, I. B., & Johnson, M. S. (2005). Aerotaxis and other energy-
sensing behavior in bacteria. Annual Review of Microbiology, 59, 183-200.
https://doi.org/10.1146/annurev.micro.59.031805.133531

59



64) Teixeira-Santos, R., et al. (2024). The use of biomimetic surfaces to reduce
single- and dual-species biofilms: Quantification by CLSM-COMSTAT. ACS
Applied Materials & Interfaces, 16(4), 5671-5684.
https://doi.org/10.1021/acsami.3c17030

65) Valentini, M., & Filloux, A. (2016). Biofiims and cyclic di-GMP (c-di-GMP)
signalling: Lessons from two decades of research. Journal of Biological
Chemistry, 291(24), 12547-12555. https://doi.org/10.1074/jbc.R115.711507

66) Wu, L., Weston, L. A., Zhu, S., & Zhou, X. (2023). Editorial: Rhizosphere
interactions: root exudates and the rhizosphere microbiome. Frontiers in Plant
Science, 14, 1281010. https://doi.org/10.3389/fpls.2023.1281010

60



