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Resumen

Azospirillum es una PGPR que mejora el crecimiento de plantas de importancia agronémica
y econdmica, contribuyendo con estrategias de impacto ecoldgico y sustentable, lo cual es
logrado mediante procesos que involucran la fijacion de nitrdgeno, reduccion de nitrato,
produccion de o6xido nitrico (NO), captacién de fierro, solubilizacion y movilizacién de
fosfato, y principalmente la produccién de fitohormonas que ocasionan un incremento en la
cantidad de raices de la planta, propiciando una mayor captacién de agua y minerales; sin
embargo, para ello es necesario llevar a cabo una exitosa colonizacion, en la que la bacteria
lleva a cabo una diferenciacién celular que le permite pasar de un estado planténico a sésil,
proceso donde esta involucrado un importante sistema de transduccion de sefiales
modulado por el segundo mensajero di-GMPc, que es sintetizado por diguanilato ciclasas
(DGCs) y degradado por fosfodiesterasas (PDEs), regulando la produccion de EPS y
adhesinas, diferentes formas de movilidad, formacion de biopelicula, etc., ademas podria
regular otras funciones como el crecimiento; y la adaptabilidad al estrés salino, dada su
participacion en la produccion de EPS, por lo que en este trabajo se evalla la participacion
de la DGC E, en funciones de crecimiento y estrés salino, dado ademas un antecedente de
Gamboa (2013), en el que se obtuvo una mutante por insercion de un casete de resistencia
a Km en el gen cdgE, resultando fenotipos afectados en crecimiento y estrés salino con
NaCl, pudiendo ser resultado de una mutacién polar ocasionada por la insercion, dado el
contexto genético y la posible presencia de un operén. Por tanto, en el presente trabajo fue
indispensable llevar a cabo una mutacién por delecién del gen cdgE para evitar el efecto
polar, siendo necesarias una serie de conjugaciones para generar el doble
entrecruzamiento generador de la delecion; sin embargo, por el momento no estan claras
las causas de la baja frecuencia en la conjugacion, asi como de recombinacion al utilizar el
plasmido pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH en A. brasilense Sp245, vector suicida con el
origen de replicacién oriE, mismo que tiene el plasmido pSUP202 empleado ampliamente
para la obtencién de mutantes por inserciobn en A. brasilense. El obtener mutantes por
delecién es de gran ayuda para el estudio de varios genes, tal como el cdgE, por lo que es
necesario seguir buscando los parametros fisiolégicos adecuados para aumentar la
frecuencia de conjugacion-recombinacion en A. brasilense Sp245. A través de varios
ensayos fue indispensable confirmar la mutante A. brasilense Sp245AcdgE, posteriormente
los fenotipos crecimiento, estrés salino con NaCl y formaciéon de biopelicula fueron
evaluados, resultando sin afectacion al compararlos con A. brasilense Sp245, siendo estos

confrontados con los reportados por Gamboa en el 2013.



1 Introduccién

En la rizosfera se localizan diferentes bacterias benéficas, llamadas rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPRs, por sus siglas en Inglés) (Bashan et al. 2007),
entre las que se encuentra Azospirillum brasilense, una de las especies mas estudiada del
género Azospirillum, que promueve el crecimiento de varias plantas, hortalizas, pastos
forrajeros y cereales. Esta especie empleada en inoculantes reviste una importancia
relevante a nivel ecoldgico y agricola, esta cualidad se atribuye principalmente a que
produce sustancias que regulan el crecimiento vegetal o fitohormonas, mejorando asi; el
crecimiento de la raiz, la absorcién de agua y minerales. En algunos paises Azospirillum se
utiliza como inoculante, solo, o0 en asociacion con otras bacterias promotoras de crecimiento
de la planta (Bashan et al. 2007).

Azospirillum posee un solo flagelo polar y mdltiples flagelos laterales, el flagelo polar es
responsable del movimiento natatorio en medio liquido, mientras los flagelos laterales son
responsables del movimiento en la superficie, conocido como “swarming”. (Hall y Krieg
1983; Moens et al. 1995). A. brasilense presenta diversas taxis: quimiotaxis hacia una
variedad de sustratos oxidables incluyendo azlcares, aminoacidos, y acidos organicos;
aerotaxis hacia el oxigeno y redox-taxis hacia moléculas redox (Alexandre et al. 2000).
Azospirillum mejora el crecimiento de plantas inoculadas mediante la fijacion de nitrégeno,
reduccion de nitrato, produccion de éxido nitrico (NO), captacion de fierro, solubilizacion y
movilizacién de fosfato y principalmente la produccion de fitohormonas, que ocasionan un
incremento en la cantidad de raices de la planta, propiciando a su vez una mayor captacion
de agua y minerales (Tortora et al. 2011; Romero. 2012), por lo tanto Azospirillum ha
despertado interés en diferentes areas de estudio, acerca de su ecologia, fisiologia y
genética (Romero. 2012). Sin embargo, el mejoramiento en el rendimiento de plantas
inoculadas con Azospirillum, depende de un exitoso mecanismo de colonizacién, puesto
gue su capacidad de adherencia a las raices vegetales permite a la bacteria establecer una
asociacion permanente con la planta (de Bashan et al. 2007), tal mecanismo, es regulado
por un sistema de transduccion de sefiales en el que esté involucrado el segundo mensajero
di-GMPc, el cual entre otras funciones, regula la biosintesis de la matriz, en las que
participan: adhesinas de naturaleza proteica, pilis y exopolisacaridos (EPS) en la formacién
de biopelicula e inhibe varias formas de movilidad, controlando la transicion entre el estilo
de vida planténico (natatorio) y sedentario, cuya diferenciacion en la célula natatoria podria
estar estrechamente acoplada con el inicio del ciclo celular, donde el di-GMPc, tal como

Caulobacter crescentus, podria participar en el proceso de degradacion de un regulador del



ciclo celular (Rémling et al. 2013; Hengge. 2009; Duerig et al. 2009). Aunque no existen
reportes directos acerca del papel del di-GMPc en respuesta al estrés salino, es sabido que
éste esté involucrado en el proceso de biosintesis de EPS, los cuales podrian permiten su
adaptacion a esta condicion (Jofré et al. 2009).

La concentracion del segundo mensajero di-GMPc es controlada por las actividades
opuestas de las diguanilato ciclasas (DGCs) y las fosfodiesterasas (PDEs), las cuales
poseen actividades de sintesis y degradacion respectivamente; niveles elevados de di-
GMPc tipicamente favorecen el estado sésil, resultando en una adherencia incrementada y
la formacion de biopelicula, contrario a que a niveles mas bajos de di-GMPc favorecen la
movilidad, estado planténico y la baja regulacion de la adherencia (Feirer et al. 2015). En el
presente trabajo se obtuvo la mutante A. brasilense Sp245AcdgE, cuyo gen mutado codifica
para una proteina que presenta homologia con la diguanilato ciclasa, que podria participar

en funciones como tolerancia al estrés salino, crecimiento y formacion de biopelicula.

2 Marco teodrico
2.1 Larizosferay las PGPRs

Para las PGPRs puedan llevar a cabo la interaccion con la planta y promover su beneficio,
es necesaria una exitosa colonizacién, lo cual se logra por la presencia de humedad y
nutrientes a partir de los exudados radiculares que son secretados por las raices de las
plantas hacia la rizosfera, definida como el volumen que se encuentra entre las raices de
las plantas y el conjunto de suelo (Wild et al. 1992; Rodriguez et al. 2007; Arruebarrena et
al. 2012).

2.2 Azospirillum

El género Azospirillum es una a-proteobacteria, en la que se han identificado al menos 18
especies, pero en términos de fisiologia y genética las mas estudiadas son A. brasilense y
A. lipoferum (Massena et al. 2011). Esta bacteria es capaz de utilizar como fuente de
carbono varios azlcares y acidos di y tricarboxilicos, tiene un éptimo crecimiento a 30 ° C
y pH de 6-7 (Bashan y De Bashan, 2010), se aisla a partir de la rizosfera o de la las raices
de muchas especies de plantas mono o dicotiledéneas en diferentes regiones del mundo,
que incluyen climas templados y tropicales (Bashan y de Bashan, 2010; Pedraza et al.
2011).



2.2.1 Caracteristicas

Azospirillum presenta varias caracteristicas segun Pedraza y colaboradores (2010):

e Vibroide

e Gram (-)

e Pleomorfica

e Movilidad en espiral.

e Heterotrofo

e Fija nitrégeno bajo condiciones microaerobias.

e Almacena carbono en forma de granulos de poli-B-hidroxibutirato (PHB),
representando hasta 50% de su peso seco, esto le permite tener una mayor
resistencia a la desecacion, luz ultravioleta y el choque osmaético.

e Presenta forma ovoide y paredes gruesas similares a quistes, conocida como forma
C.

e Al crecer en medio rojo Congo las colonias adquieren una coloracion rojo escarlata

e Producen bacteriocinas y sideréforos.

2.2.2 Comportamiento en plantas

Azospirilum promueve el rendimiento y crecimiento de varias gramineas y cereales
(Bashan y de Bashan, 2010), coloniza principalmente la superficie de la raiz, aunque
algunas cepas son capaces de colonizar tejidos internos de las plantas, tal como las
bacterias endofiticas que invaden tejidos de plantas, pero no muestra sefales externas de
infeccion o efectos negativos en el hospedero. Estudios de la localizacién de Azospirillum
en la superficie de raices revelan que se concentra en la zona de elongacion, en el extremo
de laraiz, la base de pelos radiculares y en algunos casos en el extremo de estos (Guerrero
etal. 2011).

2.2.3 Tactismos

La movilidad bacteriana en la rizosfera responde a la quimiotaxis hacia varios componentes
de los exudados radiculares, incluyendo azlcares, aminoacidos, y acidos organicos, tal
funcién no solo le permite responder a impulsos de sustancias atrayentes, sino también a
repelentes, ademas la competencia exitosa con otros microorganismos también depende
de esta funcién (Pedraza et al. 2011). A. brasilense posee un flagelo polar en todas las
condiciones de cultivo y sintetiza flagelos laterales cuando crece en medio semisélido (Fig.

1), estos organelos son de los mas complejos y extremadamente efectivos, propulsando a



las bacterias a través de liquidos (movimiento natatorio) y a través de ambientes viscosos
o sobre superficies (“swarming”), ellos juegan un papel importante en la adhesion a
sustratos y formacion de biopelicula, contribuyendo a la interacciéon con la planta (Pedraza
etal. 2011).

En cuanto a otro tipo de taxis, A. brasilense utiliza aerotaxis para dirigirse hacia las
concentraciones optimas de oxigeno que permiten llevar a cabo la respiracion, pero no
inhibir la enzima nitrogenasa responsable de la fijacion de nitrdgeno; y redox-taxis hacia

moléculas redox (Danhorn y Fuqua. 2007; Alexandre et al. 2000).

Fig. 1. Microscopia electronica de transmisién, mostrando los flagelos laterales y flagelo polar de Azospirillum

brasilense Sp7 (Carrefio et al. 2009).

2.2.4 Formacion de biopelicula

La biopelicula (Fig. 2) consiste en comunidades bacterianas inmersas en una matriz de
diferentes compuestos extracelulares, que pueden ser proteinas, acidos nucleicos y
exopolisacaridos (Martinez et al. 2013), permitiendo su adherencia a superficies hUumedas
en ambientes naturales, donde existe un suministro de nutrientes.

Durante el proceso de colonizacion de Azospirillum, especialmente en A. brasilense, varios
autores mencionan que estan involucrados dos pasos en la adherencia de Azospirillum a la
raiz. EI primer paso es una rapida y reversible adsorciéon bacteriana sobre la raiz
(dependiente del flagelo polar), seguido de un anclaje irreversible a la superficie de la raiz
(asociado a la sintesis de polisacaridos). El flagelo lateral no es esencial durante la fase de
adsorcion para el proceso de colonizacion, aunque no se descarta que durante la
colonizacién participe en el desplazamiento sobre la raiz. La figura 3 muestra el modelo
bifasico de la colonizacion propuesta por Steenhoudt y Vanderleyden (2000) (Massena et
al. 2011; Jofre et al. 2009).



La formacién de biopelicula confiere varias ventajas, tales como resistencia a ciertas
tenciones ambientales, tolerancia a antimicrobianos, proteccion de protozoarios,
transferencia horizontal, ademas de mantener la poblacion celular por tiempos suficientes
para iniciar interacciones beneficiosas con la planta (Rodriguez et al. 2007; Danhorn y
Fuqua. 2007).

Fig. 3. Proceso de fijacién bifasico de A. brasilense a la superficie de la raiz. (a) superficie de la raiz sin
inoculacion; (b) cultivo puro de A. brasilense; (c) primer paso, Azospirillum como una célula individual unida a
la superficie radicular; (d) segundo paso, células bacterianas en conjunto e impregnadas entre la matriz fibrilar

(Massena et al. 2011).

2.3 Transduccion de sefiales y deteccion de estimulos ambientales

La manera en que los microorganismos responden a las condiciones del entorno es llevada
a cabo por mecanismos de transduccién de sefiales, que se consideran como redes que
consisten de proteinas con mdultiples dominios, que al detectar cambios ambientales o
intracelulares, transfieren la sefial detectada al dominio de salida de la proteina, generando
respuestas en la expresion de los genes, niveles de segundos mensajeros y modificacion

de proteinas. Estos mecanismos constan de proteinas que contienen dominios



transmembrana (TM) denominados de entrada, los cuales son médulos sensoriales que
responden a cambios del entorno mediante la generacion de una respuesta intracelular,
uno de estos mecanismos encontrados en bacterias, es el sistema de doble componente
(SDC), constituido por una proteina integral de membrana llamada cinasa histidinica (QH),
gue tiene un residuo de histidina que es fosforilado a partir de ATP al detectar una sefal
especifica, siendo transferido este grupo fosfato a un residuo de aspartato de un regulador
de respuesta (RR) (Krell et al. 2010; Méndez y Membrillo. 2005). La mayoria de los RR son
reguladores transcripcionales con dominios de union a DNA o RNA, otros tienen dominios
efectores como en el caso de las enzimas, tal es el caso de la DGC que en su forma

activada sintetiza di-GMPc.

2.4 El di-GMPc

Un importante segundo mensajero presente en bacterias es el bis-(3"-5")- monofosfato de
guanosina ciclico (di-GMPc), que es sintetizado a partir de dos GTPs por accién de la
enzima diguanilato ciclasa (DGC) que posee un dominio GGDEF, e hidrolizado por la

enzima fosfodiesterasa (PDE) que presenta un dominio EAL (Méndez y Membrillo. 2005)
(Fig. 4).



DGC J d
D—\ én {H--/L:NH
oH nf\owl"ﬂ‘“n’LNH
A

Fig. 4. Esquema de la estructura del di-GMPc, enzimas que lo sintetizan y degradan: con actividad de
diguanilato ciclasa DGC, incluyendo los dominios GGDEF y transmembranales TM (gris), y de fosfodiesterasa
PDE, incluyendo los dominios EAL y el receptor REC, el cual es fosforilado. Modificado de Karatan y Watnick,
20009.

El di-GMPc se encuentra en bacterias de vida libre, como en las que se asocian a animales
y plantas. Esta molécula esta involucrada en varias funciones: la inhibicion de la movilidad,
biosintesis de moléculas de adhesinas y exopolisacaridos involucrados en la formacion de
biopelicula, regulacion de la progresion del ciclo celular, produccion de antibiéticos y
funciones de virulencia (Romling et al. 2013) (Fig. 5).
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Fig. 5. Funciones reguladas por el di-GMPc. Modificado de Hengge 2009.

3 Antecedentes

Aunque por varios afios ha aumentado la evidencia acerca de cémo es que los polisacaridos
y proteinas estan involucrados en la agregacion celular y el proceso de adhesion a la raiz,
asi como la adaptacion a condiciones de estrés osmatico, la precision en estos mecanismos
permanece incompleta, puesto que intervienen varios componentes de superficie celular y
las rutas biosintéticas en la produccién de EPS de A. brasilense continGian sin conocerse.
Sin embargo, en un intento de determinar los genes que estan involucrados en la biosintesis
y regulacion de EPS, Jofre et al en el 2009 obtuvieron una coleccion de cepas mutantes (A.
brasilense Cd Tn5), mostrando un fenotipo fluorescente aumentado, utilizando un medio
conteniendo calcofluor (colorante que une polisacéaridos). Al analizar los cambios en la
produccién de EPS de una mutante, se registré una sobreproduccion de estos, ademas de
presentar cambios en la morfologia celular, debido al incremento de sensibilidad a
condiciones salinas y detergentes. En la caracterizacién de la mutante se identifico el
conjunto de genes ddIB, ftsQ, ftsA, y ftsZ, cuyo primer gen es homdélogo a una ligasa D-
alanina-D-alanina, que cataliza la formacion del dipéptido D-alanina-D-alanina que es
subsecuentemente ligado al tripéptido UDP-N-acetilmuramico durante el segundo paso de
la biosintesis de peptidoglicano, y en el caso de los genes restantes, estos son

responsables de la formacion del septo en diferentes géneros de bacterias, con lo que se



sugirié6 que la integridad de la envoltura bacteriana es requerida para la adaptacion a
ambientes salinos (Jofré et al. 2009).

Por otro lado, en cuanto al papel de la DGC en crecimiento, se describe el proceso de
degradacion proteica que juega un importante papel en el control de la progresién del ciclo
celular en la a-proteobacteria Gram negativa C. crescentus:

Las células de C. crescentus se dividen asimétricamente para producir dos células hijas
distintas, una célula natatoria mas pequefia y una adherente (“stalked”) mas grande que se
adhiere a la superficie. Mientras la célula adherente permanece anclada, la célula natatoria
siempre explora nuevos nichos ecologicos (Duerig et al. 2008). Aunque la célula natatoria
posee flagelo polar y pilus adhesivo en uno de los polos de la célula, una estructura
adhesiva (“holdfast — stalk”) es posteriormente desarrollada en el mismo polo para promover
la adhesion a la superficie, esta transformacion morfolégica o diferenciacion a célula
adherente esta estrechamente acoplada con el inicio del ciclo celular. Cuando la célula
adherente es diferenciada es capaz de reiniciar la replicacion del cromosoma, para
posteriormente desencadenar una division celular que permita la generacién posterior de
la célula natatoria (R6mling et al. 2013; Duerig et al. 2008).

Se propone que el segundo mensajero di-GMPc contribuye al control temporal y espacial
de degradacion del regulador maestro del ciclo celular CtrA durante el ciclo de C.
crescentus. Un estudio reciente mostr6 que la morfogénesis del polo celular en C.
crescentus durante la transicién de célula natatoria a adhesiva esta controlada por la DGC
PleD, la cual por otro lado es activada por fosforilacion (Duerig et al. 2008). La proteina
denominada PopA de C. crescentus, paraloga de PleD, no requiere ser fosforilada, pero es
activada a través de su unién al di-GMPc en el sitio conservado | del dominio GGDEF.
Basado en los datos obtenidos en este estudio, se postula que tal unién ocasiona el
secuestro de la proteina al polo de la célula adherente durante la transicion de la fase G1-
S, cooperando para reclutar la maquinaria responsable para la degradacion del regulador
maestro del ciclo celular CtrA. Este mecanismo establece al dominio GGDEF como un
auténtico modulo efector del di-GMPc y se descubre un nuevo papel para el di-GMPc en la
interferencia con la maquinaria central que conduce a la proliferacion celular (Duerng et al.
2008).



3.1 Antecedentes directos

Con el fin de analizar la participacién de las proteinas con dominios GGDEF de A. brasilense
Sp245 implicadas en la sintesis del segundo mensajero di-GMPc en funciones como el
crecimiento y estrés, Gamboa en el 2013, realiz6 una mutacién por insercion en el gen de
la diguanilato ciclasa E, mediante un casete de resistencia a kanamicina-beta glucuronidasa
(gusA-KmR). El andlisis fenotipico en cuanto a crecimiento de esta cepa mutante A.
brasilense Sp245 5 A cdgE::uidA-KmR, fue realizado mediante la curva de crecimiento en
base a las unidades formadoras de colonia (UFC) utilizando medio minimo K-Malato. En
cuanto al estrés, el crecimiento fue evaluado determinando densidad Gptica, tras un periodo
de incubacion de 24 h, sometiendo a la bacteria a diferentes concentraciones de NaCl
utilizando medio minimo K-Malato. La cepa mutante A. brasilense 5 A registro una notable
disminucion del crecimiento, cuyo tiempo de generaciébn de 190.77 minutos fue
aproximadamente 3 veces mayor con respecto al tiempo de 65.1 minutos de la cepa
silvestre A. brasilense Sp245, siendo posible observar directamente sobre la curva tal
disminucion a lo largo de las fases de crecimiento (Fig. 6).

’/ /\ Tiempo de generacién en base a

3 UFC: 65.1min
) o (W)
——WT Sp245
Abs , / / - 5A dgcE
......... / /‘ Tiempo de generacién en base a
UFC:190.77min

/ / (Mutante)

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00
t(h)

Fig. 6. Curva de crecimiento de la mutante A. brasilense Sp245 5 A cdgE::uidA-KmR (Rojo) respecto a la cepa
silvestre A. brasilense Sp245 (Azul) en medio minimo K-Malato, registrando (derecha) el tiempo de generacion
en base a las unidades formadoras de colonia (UFC) (Gamboa. 2013).

En relacién a los datos obtenidos en condiciones de estrés osmotico, ambas cepas
presentaron afeccion a la condicion salina, siendo esta mas marcada entre mayor
concentracion de NaCl, ademas los datos presentados sugieren que la cepa mutante

exhibié una significativa disminucion del crecimiento en comparacion con la cepa silvestre
(Fig. 7).
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Fig. 7. Grafico del crecimiento de la mutante A. brasilense Sp245 5 A cdgE::uidA-KmR (Rojo) y A. brasilense
Sp245 (Azul) en medio minimo K-Malato, a diferentes concentraciones de NaCl tras 24 horas (Gamboa. 2013).

Sin embargo, el fenotipo observado probablemente sea generado por una mutacién polar,
por la insercion del casete KmR-GusA en el gen cdgE, ocasionando la afectacion de genes
rio abajo, tal como se observa en el contexto genético, donde se predice la posible
presencia de un operén (Fig. 8). Por tanto lo que se pretende en el presente trabajo es
evitar el efecto polar mediante la mutacion por delecion del gen de la diguanilato ciclasa E
de A. brasilense Sp245.

Location: plasmid: AZOBR_p3
Sequence: NC_016595.1 (11451..13124, complement)

NC_016595.1
[ 6827 o [15257 b
1Z0BR_p310004 AZOBR_PS100 07 dfes  AZ0BR_p 3100110
AZOBR_p310005 AZOBR_p310005
AZOBR_p310006 AZOBR_p310009

Fig. 8 Contexto genético del gen cdgE AZOBR_p310007 (Rojo): AZOBR_p310004 (Regulador de respuesta de
doble componente (similar a LuxO). AZOBR_p310005 (Proteina receptora reguladora de respuesta).
AZOBR_p310006 (Quinasa histidinica putativa). AZOBR_p310008 (Proteina de membrana conservada de
funcién desconocida). AZOBR_p3100 [09 / 10] (Proteina hipotética).
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4 Justificacion

Dada la importancia de promover un aumento en el rendimiento de cultivos de importancia
econdmica, como en el caso de algunos de los principales cultivos producidos en Puebla,
entre los que destacan el maiz y la alfalfa, que segun la SAGARPA en su ultimo afio de
registro, se obtuvo una produccion de 1,028,567 y 1,386,008 toneladas en la primavera-
verano del 2010, respectivamente, es de gran importancia el estudio de microorganismos
potenciales que permiten llevar a cabo practicas agricolas “amigables con el ambiente”,
ademas de sostenibles. Por tanto no sélo es relevante el aspecto econémico que podria
tener el uso de A. brasilense, puesto que es ampliamente reconocido el impacto favorable
en bien del medio ambiente, ya que es deseable eliminar o por lo menos reducir el uso de
fertilizantes de origen quimico, que debido a la agricultura intensiva actual ocasionan la
contaminacién de suelo y agua, incluso la afectacion de la salud, dada la acumulacién de
nitratos.

Sabiendo el beneficio en el rendimiento de plantas, es vital entender los aspectos
moleculares que permitirian una 6ptima interaccion bacteria-planta, como son los procesos
tanto de colonizacién asi como de supervivencia, dadas las diferentes condiciones en el
suelo de los cultivos sobre los cuales puedan ser inoculadas estas bacterias benéficas.

El uso de bacterias benéficas como Azospirillum, permite llevar a cabo una exitosa
biofertilizacion sin comprometer el medio ambiente y la salud. Y aunque actualmente los
beneficios de utilizar este tipo de microorganismos son conocidos, N0 se conoce como es
gue responderan a las diferentes condiciones del suelo, como es la salinidad. Por lo que al
estudiar los mecanismos moleculares llevados a cabo en la interaccion de la bacteria con
la planta, aunado al conocimiento de aquellos mecanismos que involucran adaptacion y

estrés, como es el salino, se podran disefiar mejores estrategias de fertilizacion.

5 Hipotesis
El gen cdgE, esta involucrado en diversas funciones, tal como la progresion del ciclo celular,

estrés salino, asi como la produccién de biopelicula.
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6 Objetivos
6.1 Objetivo general

Determinar la participacion de la diguanilato ciclasa E (DGC E) de A. brasilense Sp245 en
crecimiento y estrés.
6.2 Objetivos especificos
e Generar la mutante por delecion de un fragmento del gen de la diguanilato ciclasa
E (cdgE).

¢ Andlisis del genotipo y fenotipo de la mutante.

7 Materiales y Métodos

7.1 Disefio de iniciadores
Previo a la construccion del plasmido necesario para llevar a cabo un doble
entrecruzamiento por recombinacion homologa con el genoma de A. brasilense Sp245, que
permita la obtencién de la mutante A. brasilense Sp245AcdgE, se realizé el disefio de
iniciadores para el amplificado de productos homdlogos, flanqueantes al fragmento del gen
cdgE a eliminar, los cuales fueron nombrados de acuerdo a los genes pm y gh, referentes
a una proteina de membrana rio arriba y a una cinasa histidinica rio abajo del gen cdgE,
respectivamente (Fig. 8). Para el disefio de los iniciadores, se tomé en cuenta lo siguiente:

1. Evitar afectar el marco de lectura.

2. Disefio de sitio de corte para el direccionamiento de la clonacién.

3. Afectacion total de dominios del gen a mutar.
También fue realizado un analisis de posibles promotores putativos, utilizando los
programas SOFTBERRY Prediction of bacterial promoters, PRODORIC RELEASE 8.9 y
PEPPER PROMOTER, para evitar afectar el posible promotor regulador del gen o genes
rio abajo de cdgE al momento de realizar la delecién, dada la presuncién de un operon.
El programa DNA Star fue utilizado para el andlisis de dimeros, (hairpins) y la determinacion

de la temperatura de alineamiento.

7.2 PCR para el amplificado de los fragmentos PMy QH
Se parti6 de una mezcla de reaccion de acuerdo a la tabla 1, variando de acuerdo al tipo
de enzima, utilizando las de alta fidelidad con fines de clonacién y la recombinante para

comprobacion.
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Tabla 1. Mezclas de reaccion para las PCRs realizadas en este trabajo.

DNA Polimerasa DNA polimerasa de Alta Fidelidad
Taq Recombinante | Platinum® Pfx Phusion®
Agua 6.45 7.65 11.3
DMSO 1.2 0.5 1
Buffer 10X 2 2 4 (Buffer 5X)
MgClz (50 mM) 1.2 1.2 -
dNTPs (125 mM) 2 2 2
Iniciador delantero (10 mM) | 0.5 0.5 0.5
Iniciador reverso (10 mM) 0.5 0.5 0.5
DNA Polimerasa 0.15 0.15 0.2
DNA 1 (~50 ng) 1 (~50 ng) 0.5 (~1pg-10ng)
Total (ul) 15 15 20

Las condiciones de amplificado utilizadas para la obtencién de los fragmentos PM y QH

fueron realizadas utilizando la técnica de PCR (touchdown), descrita por Korbie y Mattick

(2008), utilizando una alta temperatura de alineamiento (72°C) en el primer ciclo y una

tedrica en el segundo (63°C) (Fig. 9), recurriendo a un tiempo de extension de 2 minutos

para ambos fragmentos, esperando fragmentos de 1201y 1178 pb, respectivamente.

La extraccion de DNA gendmico fue realizada por métodos convencionales, con fenol-

cloroformo (modificado de Sambrook et al. 1989)

95°C
20 se
95°C/4 min 328

95°C
1 min

Ciclo 2 (23X)

72°C 72°C
410 seg 2 min )

72°C/7 min

Fig. 9. Condiciones de amplificado por PCR touchdown para la obtenciéon de los productos homdlogos,
flanqueantes al fragmento del gen cdgE a deletar, nombrados de acuerdo a los genes pm y gh, rio arriba y rio
abajo, respectivamente.
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7.3 Construccién del plasmido pSUP-KmMCS/PM-QH

Los productos de PCR PM y QH fueron clonados en el vector pGEM-T Easy, para
posteriormente ser liberados por restriccion enzimatica utilizando las enzimas Kpnl-Xhol
para el producto PM y Stul-Spel para QH, y ser clonados en la direccion adecuada en el
vector pSUP-KmMCS, flanqueando un casete de resistencia a kanamicina como antibiético
de seleccion de las mutantes que se obtuvieron por doble entrecruzamiento.

Ambas clonaciones se transformaron en la cepa quimiocompetente E. coli DH5-q,
seleccionando a las transformantes en placas de LB (100 pug/ml de Ap) en caso de los
plasmidos construidos en pGEM-T Easy, o bien en placas de LB (20 ug/ml de Km y 10
pg/mlde Tc) (ver anexo) en el caso de pSUP-KmMMCS, de acuerdo a Sambrook et al. (1989).
Las restricciones enzimaticas y ligaciones fueron realizadas de acuerdo a las instrucciones
del fabricante (ver anexo). La extraccién de DNA, purificacion del vector e inserto, previo a
la ligacion, se realiz6 y analizo segun los métodos convencionales (Sambrook et al. 1989).
La comprobacion de las construcciones fue realizada mediante PCR (Taq DNA polimerasa),
utilizando los mismos iniciadores disefiados para el amplificado de PM y QH, ademas de
los iniciadores universales M13 y un perfil de restriccion enzimético en el caso de la
construccién final de pSUP-KmMCS/PM-QH.

7.4 Secuenciacién del fragmento PM-Km-QH del plasmido pSUP-KmMCS/PM-
QH

Esta fue realizada en la unidad de sintesis y secuenciacion de DNA del Instituto de
biotecnologia de la UNAM. Para lo cual fueron utilizados los iniciadores universales
M13F/M13R y los de kanamicina KmR-F7/KmR-R (Anexo).

7.5 Obtencion de la mutante A. brasilense Sp245AcdgE::Km

El plasmido pSUP-KmMCS/PM-QH fue incorporado en células quimiocompetentes de E.coli
S17.1 mediante transformacién (Sambrook et al. 1989), cepa utilizada como donadora, en
la conjugacion biparental con la cepa receptora A. brasilense Sp245. Las transconjugantes
resistentes a Km fueron seleccionadas en placas de medio minimo K-malato/Km 50 pg/ml
(ver anexo). Como contra-seleccién fue utilizado el antibidtico Tc, siendo posibles
candidatas las clonas sensibles a Tc pero resistentes a Km. Como ensayo comprobatorio
de las posibles mutantes A. brasilense Sp245AcdgE::Km, se realizdé un amplificado por PCR
de la region afectada, utilizando los iniciadores PM3-F/QH3-R, con un tiempo de extension

de 4 min. También fue realizada una PCR de comprobacién de la insercién del casete de
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resistencia a Km, utilizando la combinacién de iniciadores PM3-F/KmR-R y KmR-F7/QH3-
R (Anexo). Se utiliz6 como control positivo DNA de E. coli S17.1 pSUP-KmMCS/PM-QH y
como negativo DNA de A. brasilense Sp245.

7.6 Obtencion de la mutante A. brasilense Sp245AcdgE, al utilizar como
vector pSUP-AKm-MCS/PM-AcdgE-QH

Para la eliminacion del casete de resistencia a Km de la mutante A. brasilense
Sp245AcdgE::Km, fue utilizado el vector pSUP-AKmM-MCS/PM-AcdgE-QH, el cual fue
obtenido a partir del plasmido pSUP-KmMCS/PM-QH tras la eliminacion del gen de
resistencia a Km, mediante restricciéon enzimatica con Xmal y su posterior religacion. pSUP-
AKmM-MCS/PM-AcdgE-QH fue incorporado en E. coli S17.1 (Sambrook et al. 1989). Se
realiz6 la conjugacion biparental entre la cepa donadora E. coli S17.1 pSUP-AKm-MCS/PM-
AcdgE-QH y la receptora A. brasilense Sp245AcdgE::Km. La seleccién de transconjugantes
con entrecruzamiento simple fue realizada en placas de medio minimo K-malato/Tc (10
png/ml) (ver anexo), posteriormente estas fueron crecidas en medio minimo K-malato/sin
antibiético, esperando seleccionar el doble entrecruzamiento. La comprobacién de la
mutante fue realizada por perdida de la resistencia a Km y PCR con los iniciadores PM3-
F/QH3-R (Anexo) utilizando como control positivo el DNA de E. coli S17.1 pSUP-AKm-
MCS/PM-AcdgE-QH, y como negativo DNA de A. brasilense Sp245 y de la mutante A.
brasilense Sp245AcdgE::Km.

7.7 Construccién del plasmido pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH

Dado los resultados nulos en la obtencién de la mutante A. brasilense Sp245AcdgE al
utilizar como vector pSUP-AKM-MCS/PM-AcdgE-QH, se construyé el vector
pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH, el cual fue construido mediante la clonacion del fragmento
PM-AcdgE-QH proveniente de pSUP-AKm-MCS/PM-QH en el vector linealizado
pK18mobsacB por restriccion con la enzima Smal, siendo previamente amplificado PM-
AcdgE-QH por PCR de alta fidelidad (DNA polimerasa Phusion®) utilizando los iniciadores
PM3-F/QH3-R, y como DNA templado el plasmido pSUP-AKm-MCS/PM-AcdgE-QH. Tras
la ligacion vector-inserto, se realiz6 la transformacién correspondiente en células
quimiocompetentes E. coli DH5-q, seleccionando a las transformantes en placas de LB (20
pg/ml de Km) (Sambrook et al. 1989).
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La comprobacion de la construccién fue realizada mediante PCR convencional, utilizando
los iniciadores PM3-F/QH3-R (Anexo). La restriccibn enzimatica con Kpnl sirvi6 para

determinar la direccién de la clonacion.

7.8 Secuenciacion del fragmento PM-AcdgE-QH del plasmido
pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH

El fragmento PM-AcdgE-QH fue amplificado con la enzima de alta fidelidad Fushion y
clonado en un vector pGEM, a partir del cual se realizé la secuenciacion nucleotidica de
PM-AcdgE-QH, siendo utilizados los iniciadores M13-R/PM3-R Y M13-F/QH3-F (Anexo).
La comprobacion del vector construido pGEM/PM-AcdgE-QH fue realizada por PCR
utilizando los iniciadores PM3-F/QH3-R (Anexo) y mediante restricciones enziméticas con
Pvull, Sacll y BamHI. Se envi6é a secuenciar a la unidad de sintesis y secuenciacion de
DNA del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

7.9 Obtencién de la mutante A. brasilense Sp245AcdgE, al utilizar como
vector pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH

La transferencia de la construccion pKl8mobsacB/PM-AcdgE-QH fue realizada por
conjugacioén biparental entre la cepa donadora E. coli S17.1 pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH
y la receptora A. brasilense Sp245. Las trasconjugantes con el entrecruzamiento simple,
fueron seleccionadas en placas de medio minimo K-malato/Km (50 pg/ml-Ap 200 ug/ml)
(ver anexo) y posteriormente éstas fueron crecidas en placas de medio minimo K-malato/sin
antibiotico con diferentes concentraciones de sacarosa. Las colonias crecidas fueron
resembradas en placas de medio minimo K-malato/Km (50 pg/ml) y las posibles mutantes
gue fueron sensibles a Km se comprobaron por PCR utilizando los iniciadores PM3-F/QH3-
R (Anexo); como control positivo y negativo se utiliz6 DNA de E. coli S17.1
pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH y de A. brasilense Sp245, respectivamente. Para comprobar
la eliminacion del plasmido pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH fue realizada una PCR utilizando

los iniciadores PM3-R/KmR-R (Anexo) y mismos controles.

7.10 Hibridacién en colonia

Tras realizarse el doble entrecruzamiento deseado, se corroboro la eliminacién del plasmido
pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH en la mutante A. brasilense Sp245AcdgE por el estuche de
deteccién de hibridos por inmunoensayo, utilizando como sonda un fragmento del vector.

Para lo cual, previamente se realizo la seleccion de colonias individuales, las cuales fueron
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lisadas, y el DNA liberado fijado por calor a una membrana de Nylon (Roche ®DIG DNA
Labeling and Detection; Sambrook et al. 1989). Como control positivo se utilizo el DNA de
E. coli S17.1 pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH y como negativo el DNA de A. brasilense
Sp245.

7.11 Verificacién de pertenencia al género Azospirillum en la mutante A.
brasilense Sp245AcdgE
Esta se realizé utilizando los iniciadores AZO-F/AZO-R (Anexo) que amplifican para una

region intergenica conservada en Azospirillum, correspondiente al DNAr 23S-DNAr 16S.

7.12 RT-PCR

Fue realizada la extraccion de RNA total de acuerdo a métodos convencionales con fenol-
cloroformo. Cualquier contaminacion de DNA y cationes divalentes fue removida, utilizando
el estuche de Life Technologies ®Turbo DNA-Free, comprobando la ausencia de DNA
mediante PCR utilizando iniciadores DNAr 16 S. La sintesis de cDNA fue realizada
utilizando el estuche de Thermo Scientific ®Maxima First Strand cDNA Synthesis.

A partir del cDNA obtenido fue comprobada la mutacién y se determiné la ausencia de
mutacién polar, mediante PCR utilizando los iniciadores dgcE-F/QH4-R y CarP1R-R/QHS3-
R (Anexo), respectivamente, y un tiempo de extension de 1 min. Como control positivo en
ambos ensayos, se utilizd DNA de E. coli S17.1 pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH, y en el caso
de la determinacién de la ausencia de mutacion polar también se utiliz6 DNA de A.
brasilense Sp245. Para la comprobacion de la mutante, se utiliz6 como control negativo
DNA de A. brasilense Sp245.

7.13 Evaluacion del fenotipo de la cepa mutante

7.13.1 Crecimiento

El crecimiento fue evaluado realizando curva de crecimiento a 24 h, en matraces de 150 ml
conteniendo 50 ml de medio minimo K-malato (ver anexo), siendo inoculada una cantidad
de aproximadamente 8.0x10° UFC, tanto de la cepa mutante A. brasilense Sp245AcdgE,
asi como de la silvestre A. brasilense Sp245, registrando a tiempos determinados las UFC
mediante el método modificado de Miles y Misra (1938) y la D. O. 600 nm, cuya técnica de
UFC consistié en realizar diluciones seriadas 103 a 107, siendo estas cultivadas en placa

por triplicado, tras un periodo de incubacion de 48 h/30°C las colonias fueron sumadas y
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promediadas, cuyo valor fue utilizado para obtener las UFC/mI utilizando la siguiente

formula:

(No. de Colonias)(1000)(Factor de Dilucion) — No. de UEC/mI
10

7.13.2 Estrés salino

La afectacion debido al estrés salino en ambas cepas, mutante A. brasilense Sp245AcdgE
y silvestre A. brasilense Sp245, fue determinada mediante la evaluacién del crecimiento
después de 20h por D. O. 600 nm, con diferentes concentraciones de NaCl: 10, 50, 100,
150, 200, 250 y 300 mM, en medio K-malato inoculado con aproximadamente 4.0x10° UFC.
Tal ensayo fue realizado en seis experimentos independientes.

7.13.3 Formacion de biopelicula

Este fenotipo fue evaluado por microscopia de fluorescencia mediante la tincion de DNA
con los colorantes yoduro de propidio y TOTO®-1 como contraste, y la determinaciéon
cuantitativa por el método de cristal violeta (CV) (Arruebarrena et al. 2013). Para ambos
meétodos se utilizaron placas de cultivo celular de 24 pocillos conteniendo 2 ml de medio
NFB (ver anexo) previamente inoculado mediante dilucién 1:100 (1980 ul de NFB+20 pl de
cultivo), partiendo de un cultivo de D. O. 600 nm de aproximadamente 1, el cual fue
concentrado a D. O. de 2 por centrifugado y re-suspension. Se realizd una previa colocacion
de cubre-objetos en el caso del ensayo por microscopia, permitiendo la formacion de
biopelicula sobre éste para su posterior andlisis.

En la cuantificacion de la biopelicula, fueron agregados 500 ul de CV al 0.5% por cada
pocillo, transcurrida media hora, se eliminé el CV, se enjuagaron muy cuidadosamente los
pocillos con 2 ml de agua tridestilada y la placa fue secada sobre papel, para posteriormente
agregar una solucion al 33% de acido acético y disolver el CV, el cual se cuantifico a 595
nm. Los datos fueron normalizados dividiendo cuantificacion D. O. 595 nm/cantidad de
células D. O. 600 nm.

8 Resultados

8.1 Disefio de iniciadores
Los iniciadores que se utilizaron para construir la delecién sin generar efecto polar son

representados en la tabla 2. A pesar de no obtener resultados definitorios en el caso del
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analisis de promotores putativos, fueron tomados en cuenta todos aquellos de mayor
“score”, evitando de esta manera afectar posibles promotores. En la figura 10 se muestra
la region de 426 pb considerada con promotores putativos y los 1116 pb eliminados del gen

cdgE que afectan en su totalidad los dominios de la proteina.

Tabla 2 Iniciadores utilizados en la amplificacion de los fragmentos PM y QH.

Iniciador Secuencia Sitio de corte
PM3-F TGTAGGTACCCTTCTTGCGTTCCCGATCTCG | Kpnl
PM3-R TGATCTCGAGGTGGGCAGTTGCGCTGTTCTC | Xhol
QH3-F TCATAGGCCTCCGTTGGCTTTCGCACTGGTG | Stul
QH3-R TGTAACTAGTCCGGGCAAAAGCGTCGTTGGC | Spel
(3802 . 3823) Iniciador QH4-R (s754) End

(2645 .. 2665 Iniciador QH3-F
(1508 .. 1528) Iniciador PM3-R

Iniciador PM3-F
() Start‘

132 pb 426 pb
000" \ 20007

4o00! 50001

ah | ah >

150

" mi———
Query seq,
active site active site ‘ A & A Al active site j 4 ‘ “ active site Sl Y
putative binding surface 1) 1) phosehorulation site 4 Phosehorulation site metal binding site 4 A
intermolecular recognition site S} I-zite § k
intermolecular recoanition Slltu dimerization inttr?ﬂca‘
dimerization interface fi

Speciric hite NI
Superfanilies HPT superfamily REC superfamily REC superfanily Nucleotidyl_cyc_III superfamily
Hulti-domains C0G2199

Fig. 10. Contexto genético de cdgE, mostrando la region eliminada de 1116 pb (morado claro) y los dominios
afectados, ademas de la regién conteniendo promotores putativos (region de 426 pb) y los iniciadores utilizados
en el presente trabajo para la generacién del intercambio alélico.

8.2 Construccion del plasmido pSUP-KmMCS/PM-QH

8.2.1 Amplificado de los fragmentos PM y QH

En la figura 11 se muestra el amplificado del fragmento PM y QH, utilizando los iniciadores
PM3-F/PM3-R y QH3-F/QH3-R, cuyos tamafios son de 1201 y 1178 pb, respectivamente,

correspondientes a las regiones que flanquean al sitio de delecién de A. brasilense Sp245
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que se requieren para el doble entrecruzamiento, incluyen parte del gen cdgE y de los genes
ubicados rio arriba y rio abajo, los cuales codifican para una proteina de membrana de
funcion desconocida (PM) y para una cinasa histidinica (QH), respectivamente (Ver Fig. 8).

A) B)

(2645 .. 2865) Iniciador QH3-F
(1508 .. 1528) Iniciador PM3-R
Iniciador PM3-F

(0 Start‘
> 1178 pb
1201 pb — - P 10007 T 20007 30007 40007 50007
[ cdgE BT qh
| cdgE
cdgE

A. brasilense Sp245

Fig. 11. A) Electroforetograma del producto de PCR de los fragmentos PM (carril 1 y 2) y QH (carril 4y 5), MPM
1 kb carril 3. B) Esquema del contexto genético donde se muestra el gen cdgE (morado) y los iniciadores para
el amplificado de los fragmentos PM y QH.

8.2.2 Clonacion de los fragmentos PMy QH en el vector suicida pSUP-KmMCS

La clonacion de los fragmentos PM y QH en el vector pGEM-T Easy, previo a la sub-
clonacion en pSUP-KmMCS, se demostré mediante el amplificado por PCR en colonia, (Fig.
12).

1) 2)
PGEM-T Easy/PM pGEM-T Easy/QH

Fig. 12. A) Electroforetogramas del escrutinio por PCR en colonia, de las clonas obtenidas con los plasmidos
pGEM-T Easy/PM (1. Carriles 1-3, 7 y 8) y pGEM-T Easy/QH (2. Carriles 3, 10 y 13), MPM 1 kb carril 6 y 7
respectivamente. B) Esquema del mapa de ambos pldsmidos, mostrando los iniciadores utilizados para la
confirmacion de la clonacion.

(3802 .. 3823) Iniciador QH4-R (5754 End
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8.2.2.1 Clonacion del fragmento PM:

Primeramente se realizo la clonacion del fragmento PM (procedente de pGEM-T Easy/PM)
rio arriba del casete de Km en pSUP-KmMCS tras la restriccion enzimatica con Kpnly Xhol
en ambos vectores de acuerdo a la seccion de Materiales y métodos, con lo cual se genero
el plasmido pSUP-KmMCS/PM (Fig. 13).

A) B)

pSUP-KmMCS Inserto -
linealizado PM KpnI (70)

9401 pb—

tet prg,,
o,
i)

PGEM-T Easy/PM
4238 bp PSUP-KmMCS
9408 bp e

“ <

"R nrcmﬂ";

= / AMPY

WA .
o
o -
& XhoI

399 Konl

S
tet pry,
M
O
LN

. M3
.69‘3’“’308;\,

1201 pb

S PSUP-KmMCS/PM
s 10,604 bp

XhoI

) Kpnl

Fig. 13. A) Electroforetograma del vector linealizado pSUP-KmMCS (carril 1) e inserto PM (carril 3) purificados,
obtenidos por digestion con Kpnl y Xhol, MPM 1 kb carril 2. B) Representacién de la construccion del plasmido
pSUP-KmMCS/PM.

22



8.2.2.2 Clonacién del fragmento QH, (Fig. 14).

A)

B)

Stul (co)

pSUP-
KmMCS/ Inserto

PM QH
linealizado

g
PSUP-KmMCS/PM 2 3
] 10,604 bp 32

1178 pb

KpnI

\)
@
ki 0‘6

tet pro,,
M
g,
2 Spel

Xhol KpnI ;
Fig. 14. A) Electroforetograma del vector linealizado pSUP-KmMCS/PM (carril 2) e inserto QH (carril 3)
purificados, obtenidos por digestién con Spel y Stul, MPM 1 kb carril 1. B) Representacion de la construccién
del plasmido pSUP-KmMCS/PM-QH.

A)

pSUP-KmMCS/PM-QH
pSUP-
KmMCS/ C+
PM

2 »

- .

.. <«——1201 pb

«——1178 pb

Fig. 15. Electroforetogramas del escrutinio por PCR en colonia. A) Clonas de pSUP-KmMCS/PM (Carril 2) B)
Clonas de pSUP-KmMCS/PM-QH (Carril 3-7). MPM 1 kb carril 1. Se utiliz6 como control positivo pGEM-T
Easy/PM y pGEM-T Easy/PM-QH, respectivamente.

La Figura 16 muestra la comprobacion de pSUP-KmMCS/PM-QH, mediante amplificados

de PCR y dobles restricciones enzimaticas, obteniendo el peso molecular correspondiente.
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KmRF7/ M13F/ M13F/  Spel Xhol Kpnl
M13-R KmR-R M13-R  Smal Xbal Baml|

Fig. 16. Electroforetograma del escrutinio por PCR (carril 1-5) y doble restriccion enzimatica (carril 7-9) de pSUP-
KmMCS/PM-QH, MPM 1kb carril 6.

8.2.3 Secuenciacion del fragmento PM-Km-QH de pSUP-KmMCS/PM-QH

Se obtuvo aproximadamente el total de la secuencia de nucleétidos correspondiente al
fragmento QH, con un porcentaje de similitud de 99.23 en los datos obtenidos de la
comparacion con la secuencia de A. brasilense Sp245 mediante el programa Clustal 2.1,
en cuanto al fragmento PM solo se obtuvo aproximadamente el 40% de la secuencia
nucleotidica correspondiente a este, con un porcentaje de similitud de 98.84 con A.
brasilense Sp245, considerando suficiente para determinar la veracidad de los fragmentos

clonados.

8.3 Obtencidon de la mutante A. brasilense Sp245AcdgE::Km

Como se esquematiza en la figura 17, fue posible realizar el doble entrecruzamiento por
recombinacion homéloga, entre los fragmento PM y QH del plasmido construido pSUP-
KmMCS/PM-QH y sus respectivas secuencias homologas en el genoma de A. brasilense
Sp245, necesario para eliminar el fragmento del gen cdgE, a la vez que se insertd la

resistencia a Km, resultando en la obtencién de la mutante A. brasilense Sp245AcdgE::Km.
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Y 15
@ tetprg .
T oy

2

A. brasilense Sp245 gh

A. brasilense Sp245AcdgE::Km » > Wl qh

cdgE NeoR/KanR cdgE
Fig. 17. Representacion del doble entrecruzamiento generado por recombinacion homologa plasmido (pSUP-
KmMCS/PM-QH)-genoma (A. brasilense Sp245) para la obtencion de la mutante A. brasilense
Sp245AcdgE::Km.

8.3.1 Comprobacién de la mutante A. brasilense Sp245AcdgE::Km

La seleccién de las transconjugantes obtenidas, entre ellas la nimero 24, mediante la
resistencia a Km y la contraseleccion con la sensibilidad a la Tc sugirié la obtencion del
reemplazo alélico, mismo que se corroboré por PCR. Los resultados indicaron que de
acuerdo a los tamafios de los amplificados correspondientes y a los controles positivo y
negativo (Fig. 18-Ay 18-B 1), se verifico la mutacion por delecion-insercion. Otros controles
de la insercion-delecion también resultaron con los amplificados esperados: 1902 y 1488
pb, al utilizar la combinacion de iniciadores PM3-F/KmR-R y KmR-F7/QH3-R, indicando que

el casete se insertd correctamente (Fig.18-A y 18-B 2-3).
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3891 pb
(4198 .. 4219) QH3-R
A) (2731 .. 2754) KmR-F7
(327 .. 348) PM3-F| (2 29y KmR-R
© Start‘ %@Ofpb | 1488 pb |End (6150)
\
20001 40007 50007
pm B [ > EpIma ah
cdgE NeoR/KanR cdgE
A. brasilense Sp245AcdgE::Km
1) 2) 3)
(PM3-F/QH3-R) (PM3-F/KmR-R) (KmR-F7/QH3-R)

B) 3893pb

3497 pb

Fig. 18. A) Representacion de la mutante A. brasilense Sp245AcdgE::Km 24, mostrando los iniciadores
utilizados para su comprobacién. B) Electroforetograma de PCRs de comprobacion de la mutante (carril 4) con
los iniciadores 1. PM3-F/QH3-R, 2. PM3-F/KmR-R y 3. KmR-F7QH3-R; Control negativo DNA de A. brasilense
Sp245 (carril 1) y como positivo DNA de pSUP-KmMCS/PM-QH (carril 2), MPM 1kb carril 3.

8.4 Construccion del plasmido pSUP-AKm-MCS/PM-AcdgE-QH
En la figura 19 se representa la construccion del plasmido pSUP-AKm-MCS/PM-AcdgE-QH,
asi como la comprobacion por medio de PCR.
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Fig. 19. A) Electroforetograma del fragmento de 10288 correspondiente al plasmido pSUP-AKm-MCS/PM-
AcdgE-QH linealizado (carril 1), MPM 1kb carril 2. B) Representacion de la construccion del plasmido pSUP-
AKM-MCS/PM-AcdgE-QH, a partir de la restriccion enzimatica de pSUP-KmMCS/PM-QH con Xmal y religacion.
C) Electroforetograma de comprobacion utilizando los iniciadores M13 (carril 3), MPM 1 kb carril 1.

8.5 Obtencion de la mutante A. brasilense Sp245AcdgE, utilizando el
plasmido pSUP-AKm-MCS/PM-AcdgE-QH

Tras diferentes intentos, no fue posible seleccionar la mutante A. brasilense Sp245AcdgE
utilizando pSUP-AKm-MCS/PM-AcdgE-QH, probablemente por la falta de la condicion de
seleccion que permitiera detectar la eliminacién del casete de resistencia a Km de la
mutante A. brasilense Sp245AcdgE::Km a través del doble entrecruzamiento por
recombinaciéon homéloga y generar asi la mutacion, incluso se intenté obtener la mutante
partiendo de la cepa silvestre.

Ya que no se tenia un marcador de seleccion se procedid a realizar el crecimiento de las
posibles transconjugantes por pases consecutivos en medio K-malato, sin embargo no se
obtuvieron clonas de A. brasilense Sp245AcdgE, por lo que fue necesario realizar una

nueva estrategia de seleccion negativa utilizando el vector pK18mobsacB.

8.6 Construccion del plasmido pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH
El DNA purificado del vector pK18mobsacB que fue linealizado por restriccion con Smal,

cuyo tamafio es de 5719 pb; y el inserto PM-AcdgE-QH de 2423 pb son mostrados en la
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imagen de electroforesis de la figura 20-A. En la figura 20-B se representa el proceso de
construccion del plasmido pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH partiendo del vector linealizado
pK18mobsacB y el inserto PM-AcdgE-QH.

A) B)

%000

pK18mobSacB Inserto
Linealizado PM-AcdgE-QH

] tet Promogg,

o

5719 pp——p

2423 pb

Fig. 20. A) Electroforetograma del vector pK18mobsacB linealizado por restriccion enzimatica con Smal (carril
1), y el inserto PM-AcdgE-QH a clonar obtenido por PCR (carril 3), MPM 1 kb carril 2. B) Representacién de la
construccioén del plasmido pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH.

Al comprobar la direccion de clonacion en las transformantes obtenidas E. coli DH5-a
pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH, se seleccionaron clonas con ambas direcciones del inserto,
de acuerdo a los fragmentos generados tras restriccién con Kpnl: 11, 388, 2419 y 5324 pb
en el caso de clonacion en sentido contrario a la transcripcion (pK18mobsacB/PM-AcdgE-
QH 4); 388, 2419, 2420 y 2915 en sentido de la transcripcion (pK18mobsacB/PM-AcdgE-
QH 3) (Fig. 21).
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Fig. 21. A) Electroforetograma de la restriccion enzimatica con Kpnl del plasmido pK1 osacB/PM-AcdgE-
QH 3 (carril 2) y pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH 4 (carril 4 y 6), plasmido sin digerir (carril 3,6 y 7), MPM 1 kb
carril 1. B) Esquema del mapa de ambos pldsmidos, mostrando las restricciones enzimaticas.

8.6.1 Secuenciacién del fragmento PM-AcdgE-QH del plasmido pK18mobsacB/PM-
AcdgE-QH

8.6.1.1 Construccion de pGEM/PM-AcdgE-QH:

Con el fin de verificar la secuencia PM-AcdgE-QH en la construccién pK18mobsacB/PM-
AcdgE-QH, se clono este fragmento de 2.744 kb en un plasmido pGEM previamente

digerido con Pvull, generando el plasmido pGEM/PM-AcdgE-QH.

La comprobacién del vector construido es mostrada en la figura 22. En el panel A se
muestra el amplificado por PCR de 2423 pb, cuyo tamafio es el correspondiente al
fragmento PM-AcdgE-QH clonado. Los tamafios correspondientes a las restricciones
enzimaticas realizadas con Pvull son mostradas en la figura 22-B, las cuales generaron

fragmentos de 2744 y 2564 pb. En cuanto a la restriccién con Sacll, fragmentos de 4825y

T kpnl (2593)

KpnI (3081)
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483 pb fueron generados (Fig 22-B). En el caso de la restriccion con BamHlI, el plasmido

solo fue linealizado a un fragmento de 5308 pb (Fig. 22-C).

A) B) C)
PCR (PM3-F/QH3-R) Pwull Sacll BamHI

5308 pb
4825 pb

2744 pb
2423 pb 2564 pb

483 pb

Fig. 22. Electroforetogramas para la comprobacion del plasmido pPGEM/PM-AcdgE-QH. A) PCR con iniciadores
PM3-F/QH3-R (carril 3). B) Restricciones enzimaticas con Pvull (carril 1) y Sacll (carril 4), con el vector sin
digerir como control (carril 2 y 5). C) Restriccion enzimatica con BamHI (carril 2), vector sin digerir (carril 3).
MPM 1 kb carril 1, 3y 1, respectivamente.

8.6.1.2 Analisis de secuencia

El fragmento PM-AcdgE-QH fue secuenciado en su totalidad, registrando un porcentaje de
similitud desde 99.47 hasta el 100% en los datos obtenidos de la comparaciéon con la
secuencia de A. brasilense Sp245 mediante el programa Clustal 2.1, siendo subrayados en
rojo algunos cambios obtenidos en la secuencia (Anexo D), tal evidencia demuestra la
presencia de las secuencias homologas en el plasmido pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH,

necesarias para el doble entrecruzamiento.

8.7 Obtencion de la mutante A. brasilense Sp245AcdgE, al utilizar como
vector pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH

En un principio se registraron los mismos resultados al utilizar el plasmido pSUP-AKm-
MCS/PM-AcdgE-QH. Sin embargo, el empleo de la construccion contenida en el vector
pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH permitio obtener la mutante por deleccion a una baja
frecuencia de recombinacién, seleccionando un primer entrecruzamiento en medio minimo

+ Km y posteriormente una segunda seleccion en medio K-malato adicionado con 30% de
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sacarosa. En la figura 23 se esquematiza el doble entrecruzamiento que permite la delecién

deseada.

A. brasilense Sp245 m

Ny gh >

pm

. ’f’
\ -
‘thl Xmal StuI\‘
\
CCCACCTCGAGCCCGGGACGCGTAGGCCTC‘;GTT
L ' } ;

+ t t t
GGGTGGAGCTCGGGCCCTGCGCATCCGGAGG&AA

pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH
8142 bp

pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH y las regiones flanqueantes al gen cdgE a deletar en A. brasilense Sp245.

8.8 Comprobacion de la mutante A. brasilense Sp245AcdgE

8.8.1 PCR para el amplificado de laregion afectada del gen cdgE

Las transconjugantes sensibles a Km se analizaron por PCR para explorar la posibilidad de
haber generado la mutacién, esperando un tamafio de 2405 pb en el caso de la cepa
mutante A. brasilense Sp245AcdgE y 3497 pb en el caso de la cepa A. brasilense Sp245
(Fig. 24). La mayoria de clonas mostraron el amplificado silvestre (Fig. 24 carriles 1, 6-8 y
12-14), algunas otras con ambos, mutante y silvestre, evidenciando aun la presencia del
plasmido pK18mobsacB/PM-cdgE-QH (Fig. 24 carriles 3-5 y 9), y s6lo una clona presento
el patrén correspondiente, siendo nombrada A. brasilense Sp245AcdgE 7U-3 (Carril 2 Fig
24).
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Fig. 24. A) Representacion de la region afectada de la mutante A. brasilense Sp245AcdgE, mostrando los
iniciadores utilizados para su comprobacion. B) Electroforetograma del producto de PCR de las posibles
mutantes; clonas con amplificado silvestre (Carriles 1, 6-8 y 12-14), clonas con amplificado mutante (Carril 2),
clonas con amplificado silvestre y mutante (Carriles 3-5 y 9). Se utiliz6 como control positivo DNA de
pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH (Carril 10), MPM 1 kb carril 11.

8.8.2 PCR de confirmacion de la ausencia del plasmido pK18mobsacB/PM-AcdgE-
QH
Para comprobar la ausencia del plasmido en la mutante, se realiz6 PCR para el amplificado

de una regién especifica del plasmido (Fig. 25), lo que indica que se realiz6 el intercambio

alélico y el plasmido fue posteriormente eliminado.
A) B)

g "’%;?/* “
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?(39.7. Plphg %

y & 13 fwd
.5‘” w

2035 pb

<
%
RJ
<
S
2
%
L]

pK 18mobsacB /PM-AcdgE-QH 3
8142 bp

Fig. 25. A) Representacion de los iniciadores utilizados (flechas rojas) para la comprobacion de la ausencia del
vector pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH. B) Electroforetograma del PCR en la cepa mutante A. brasilense
Sp245AcdgE 7U-3 (carril 4). Como control negativo se utilizo la cepa silvestre de A. brasilense Sp245 (carril 2)
y como control positivo, la cepa de E. coli S17-1 pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH (carril 3), MPM 1 kb carril 1.
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8.8.3 Hibridacién en colonia de confirmacién de la ausencia del plasmido
pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH

Con el fin de corroborar el resultado anterior (apartado 8.8.2), se realizo hibridacién en
colonia utilizando como sonda un fragmento de 388 pb del vector, cuya sonda se obtuvo
por restriccion enziméatica con Kpnl. El resultado indicé la ausencia de hibridacién en 100
colonias provenientes de la mutante A. brasilense Sp245AcdgE 7U-3 (Fig. 26-A), por tanto
la perdida del vector, mientras que en el testigo, colonias provenientes de E. coli S17.1
pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH registraron hibridacién como era de esperar (Fig. 26-B).

A) B)

Fig. 26. Resultado del proceso de hibridacion en colonia aplicando la tecnologia anti-Digoxigenina (Roche ®DIG
DNA Labeling and Detection). (A) Mutante A. brasilense Sp245AcdgE 7U-3. (B) E. coli S17.1
pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH.

8.8.4 PCR para el amplificado de laregidn intergenica conservada DNAr23S-
DNAr16S de Azospirillum

Se realizé PCR de esta region de Azospirillum, verificando la pertenencia al género en la

mutante A. brasilense Sp245 AcdgE (Fig. 27).
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Fig. 27. Electroforetograma del producto del PCR de A. brasilense Sp245AcdgE 7U-3, utilizando los iniciadores
AZO-F/AZO-R (carril 3) para la comprobacion de pertenencia al genero Azospirillum. Como control positivo fue
utilizada la cepa silvestre A. brasilense Sp245 (carril 2), MPM 1 kb carril 1.

8.8.5 RT-PCR de confirmacion de la mutante A. brasilense Sp245AcdgE 7U-3
EI RNAm se tratd con DNAsa para asegurar la eliminacion de DNA, siendo esto confirmado

mediante la ausencia de amplificado por PCR, utilizando iniciadores DNAr16S (Fig. 28).

DNA RNA DNA RNA
AZO AZO 7U-3 7U-3

Fig. 28. Electroforetograma de PCR con RNA de las cepas de A. brasilense Sp245 y A. brasilense Sp245AcdgE
7U-3 (carril 3y 5), realizada con los iniciadores DNAr16S. Control positivo DNA de las mismas cepas (carril 2 y
4), MPM 1 kb carril 1.

Finalmente se realiz6 RT-PCR A. brasilense Sp245AcdgE 7U-3 , obteniendo un amplificado
de 629 pb en la mutante (Fig. 29). Debido a que el iniciador dgcE-F no es complementario
en la regién silvestre, dado que se disefio para serlo solo en la pequefa regién de 24 pb
insertada tras la delecion (Fig. 23), la RT-PCR A. brasilense Sp245 arroj6 un resultado

negativo (Fig. 29).

34



A)

QH4-R

629 pb

Tooo" zoooT - i anooT

TN pm ] cdoE RN ah

dgcE-F

629 pb

Fig. 29. A) Representacion de los iniciadores utilizados para la RT-PCR de confirmacion de la mutante A.
brasilense Sp245AcdgE 7U-3 por RT-PCR. B) Electroforetograma de la RT-PCR correspondiente a la cepa
silvestre A. brasilense Sp245 (carril 5) y la mutante A. brasilense Sp245AcdgE 7U-3 (carril 6). Como control
negativo se utilizo DNA y cDNA de A. brasilense Sp245 (carril 1 y 5) y como positivo DNA de A. brasilense
Sp245AcdgE 7U-3 y de pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH (carril 2 y 3 respectivamente) , MPM 1 kb carril 4.

8.8.6 RT-PCR para la confirmacion de ausencia de mutacion polar en la mutante A.
brasilense Sp245AcdgE 7U-3

Para demostrar que la mutante A. brasilense Sp245AcdgE 7U-3 no genero mutacion polar,
se realizo RT-PCR, confirmando la transcripcion del gen rio abajo, que codifica para una
cinasa histidinica (QH), obteniendo el producto correspondiente de 670 pb, tal como el
resultado de RT-PCR de A. brasilense Sp245 (Fig. 30).

A)
Start () (2062 .. 2082) CarPlR-RL 670 pb ‘QH3—R (2710.. 2731)
Tooom Z000T 30007 40000
EFETTE)> N B G gh

670 pb

Fig. 30. A) Representacion de los iniciadores utilizados para la RT-PCR de comprobacion de ausencia de
mutacion polar en la mutante A. brasilense Sp245AcdgE 7U-3. B) Electroforetograma de RT-PCR de A.
brasilense Sp245 (Carril 5) y A. brasilense Sp245AcdgE 7U-3 (carril 6). Control positivo DNA de A. brasilense
Sp245, A. brasilense Sp245AcdgE 7U-3 y pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH (Carriles 1-3 respectivamente), MPM
1 kb carril 4.
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8.9 Andlisis de Fenotipo

Los resultados asociados a la mutacion del gen cdgE::gusA-KmR obtenidos por Gamboa-
Pérez en 2013 sugerian la inconsistencia de los fenotipos estudiados, como consecuencia
del posible operén y la polaridad generada por el tipo de mutacion construida, por lo cual
se procedio a repetir los fenotipos crecimiento y estrés salino, con el fenotipo adicional de

formacion de biopelicula:

8.9.1 Crecimiento
Los resultados mostrados de la determinacién de la curva de crecimiento por D. O. 600 nm,
asi como UFC durante 24 h, indican que la mutante A. brasilense Sp245AcdgE 7U-3 no

present6é cambios en su crecimiento con respecto A. brasilense Sp245 (Fig. 31).

Curva de Crecimiento en base a UFC por mly D. O. (600 nm) de la
cepa mutante A. brasilense Sp245AcdgE 7U-3 y la silvestre A.
brasilense Sp245
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Fig. 31. Determinacion de la curva de crecimiento de las cepas A. brasilense Sp245AcdgE 7U-3y A. brasilense
Sp245 mediante D. O. 600 nm y UFC-ml durante 24 h, los datos representan la media del resultado de tres
experimentos independientes.

8.9.2 Estrés salino

La mutante A. brasilense Sp245AcdgE 7U-3 no registr6 cambios en crecimiento tras 20 h
de incubacion, con respecto la cepa silvestre A. brasilense Sp245, al ser sometidas a estrés
osmotico a diferentes concentraciones de NaCl (Fig. 32).
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Crecimiento a diferentes concentraciones de NaCl de la cepa
mutante A. brasilense Sp245AcdgE 7U-3 y la silvestre A. brasilense
Sp245
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Fig. 32. Crecimiento de 20 h a D. O. 600 nm bajo diferentes concentraciones de NaCl, de las cepas A. brasilense
Sp245AcdgE 7U-3 y A. brasilense Sp245. Los datos representan la media del resultado de seis experimentos
independientes.

8.9.3 Formacién de biopelicula

Como experimento adicional, de acuerdo a los fenotipos relacionados con el di-GMPc, se
determind la formacién de biopelicula en la cepa mutante A. brasilense Sp245AcdgE 7U-3,
de forma cuantitativa (Fig. 33) y por microscopia de fluorescencia (Fig. 34), no observando

alteracion con respecto de la silvestre A. brasilense Sp245.
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8.9.3.1 Determinacion cuantitativa:

Cuantificacion a 5 dias de la biopelicula normalizada de la mutante A.
brasilense Sp245AcdgE 7U-3 y A. brasilense Sp245

12
10
B A. bras. Sp245 (NH4Cl)
E 8
= 5 W A. bras. Sp245AcdgE (NH4Cl)
©
§ 4 B A bras. Sp245 (KNO3)
2 B A. bras. Sp245AcdgE (KNQ3)
0

Fig. 33. Gréfico de la cuantificacion de biopelicula formada en 5 dias, de la cepa silvestre A. brasilense Sp245
y la mutante A. brasilense Sp245AcdgE 7U-3, mediante la técnica de cristal violeta, normalizada por densidad
celular, utilizando como fuente de nitrégeno NH4Cl y KNOs en medio NFB. Los datos representan la media del
resultado de tres experimentos independientes.
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8.9.3.2 Determinaciéon por microscopia de fluorescencia:

TOTO 1 Yoduro de propidio Merge

A)
48 hrs

B)
72 hrs

Fig. 34. Micrografias de fluorescencia de la bioepelicula formada a 48 hy 72 h, de la cepa silvestre A. brasilense
Sp245 y la mutante A. brasilense Sp245AcdgE 7U-3, utilizando los colorantes de contraste TOTO 1 (verde) y
yoduro de propidio (rojo).
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9 Discusion

En el 2013 Gamboa Peréz gener6 la mutante A. brasilense Sp245 5 A cdgE::uidA-KmR, los
datos obtenidos en dicho trabajo como se describié en la seccién de antecedente directos
(Fig. 6 y 7), mostraron una importante afectacion en crecimiento y estrés osmético. No
obstante, de acuerdo al contexto genético del gen cdgE (Fig. 8), se sugiere la presencia de
un operoén, constituido por genes que codifican para la proteina con homologia a DGC
(anotada como CdgE), una probable proteina del tipo cinasa histidinica, y un probable
regulador de respuesta CheY-like, por lo que se consider6 prudente generar una mutacion
por deleccion en fase que no afectase la transcripcion de los genes que se localizan rio
abajo del gen cdgE, tipo de mutacion que segun reportes hasta el momento no habia sido
posible obtener en Azospirillum. La estrategia considerada en este trabajo fue emplear dos
tipos de selecciones, una positiva que nos permitiera seguir el evento inicial de un
entrecruzamiento por medio de la resistencia a Km, y su posterior eliminacién por
entrecruzamiento sin la opcién de presion selectiva. Sin embargo, ya que esta primera
estrategia no resultd exitosa se procedio a utilizar un plasmido que permitiera seguir el doble
entrecruzamiento empleando una seleccidon negativa con una alta concentracion de
sacarosa; mutacion que fue posible obtener mediante el uso del plasmido
pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH (Fig. 23).

El plasmido pK18mobsacB, tiene la caracteristica de codificar para una enzima llamada
levansacarasa (SacB), con actividad enziméatica de fructosil-transferasa, enzima que a partir
de sacarosa sintetiza polimeros de fructosa de alto peso molecular (levanas), lo cual resulta
letal para la célula. Aunque las bases moleculares de la toxicidad no son claras, ésta puede
ser debido a (i) una acumulacion de levanas lo cual puede saturar el periplasma, (ii) o debido
a la transferencia de residuos de fructosa a moléculas aceptoras inapropiadas (Pelicic et al.
1995; Reyrat et al. 1998; Hettwer. 1995). Con ello se logra mediante la presién generada,
seleccionar ya sea el doble entrecruzamiento y el reemplazo alélico, en caso contrario la
simple eliminacion del plasmido sin generar el doble entrecruzamiento deseado.

En la mayoria de bacterias Gram (-), E. coli, Erwinia chrysanthemi, Legionella pneumophila,
Anabaena sp, Yersinia sp, Rhizobium sp, Xanthomonas sp, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Helicobacter pylori, y Agrobacterium tumefaciens, ademas de las
Gram (+) Corynebacterium glutamicum y Mycobacterium sp, la expresion del gen sacB es
letal, siendo localizada la actividad de SacB principalmente en el periplasma en el caso de
E. coli (Pelicic et al. 1995; Reyrat et al. 1998).
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En este estudio la frecuencia de recombinacién resulté muy baja, a pesar de la alta
concentracion de sacarosa adicionada al medio (30%). Por el momento no esta clara la
causa de la baja frecuencia en la conjugacion, asi como de recombinacion, al utilizar el
plasmido pK18mobsacB/PM-AcdgE-QH en A. brasilense Sp245, el cual es un vector suicida
con el origen de replicacion oriE, mismo que tiene el vector pSUP202, que también es un
plasmido suicida, empleado ampliamente para la obtencién de mutantes de insercién en A.
brasilense (Carrefio-Lopez et al. 2009; Castro-Guerrero et al. 2012).

Este tipo de mutantes es de gran ayuda para el estudio de varios genes, por lo que es
necesario seguir buscando los parametros fisiolégicos adecuados para aumentar la
frecuencia de recombinacion para la obtencion de este tipo de mutantes.

Fue indispensable confirmar la mutante A. brasilense Sp245AcdgE a través de varios
ensayos que permitieron de manera concluyente su comprobacion. Posteriormente se
evalud el crecimiento, estrés salino y formacion de biopelicula, comparando los datos
obtenidos con A. brasilense Sp245, siendo los datos obtenidos en este trabajo confrontados
con los reportados anteriormente por Gamboa-Pérez en 2014. Como se puede constatar
de las figuras 6, 7, 31 y 32, los datos obtenidos en ambos trabajos son indiscutiblemente
diferentes, puesto que en este estudio no se observo afectacion de los fenotipos estudiados.
Sin embargo, es importante tomar en consideracion que la DGC E, no es la Gnica enzima
con dominio GGDEF en A. brasilense Sp245, puesto que segun analisis in silico (The
Microbial Signal Transduction database MiST 2.2) existen 32 genes que codifican para
posibles proteinas con dominios GGDEF, 22 de las cuales son posibles DGCs y 10
probables proteinas hibridas ya que también contiene un dominio EAL. Lo cual sugiere un
alto contenido de genes que codifican para proteinas relacionadas a la posible produccion
de di-GMPc en A. brasilense Sp245.

Es pertinente anotar que segin un amplio analisis informatico de genomas procariotas, se
predice que alrededor del 13% de las proteinas conteniendo dominios GGDEF y EAL no
metabolizan di-GMPc. Ademas, dado que la mayoria de genomas bacterianos poseen
varias copias de genes codificantes de estas proteinas conteniendo adicionalmente
dominios de sefializacion, es oportuno inferir ¢,como es que se dividen las actividades en
paralelo en el sistema de sefializacion del di-GMPc para evitar la transferencia de sefiales
no deseadas? (Seshasayee et al. 2010). Lo que se sugiere es que existe un orden
jerarquico en la utilizacién de proteinas GGDEF para la transduccion de la sefial (Méndez
y Membrillo. 2005).
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Cabe también destacar de acuerdo a la ausencia de fenotipos alterados en A. brasilense
Sp245AcdgE, un estudio de Rhizobium etli realizado por Shanjun Gao et al en 2013, en
donde 2 proteinas hibridas GGDEF-EAL, la DGC A y DGC B, fueron evaluadas en cuanto
a su funcion, observando que la mutacion individual o doble de los genes cdgA y cdgB no
afecta la colonizacion en raiz, la capacidad de fijar nitrégeno, formacién de biopelicula,
movilidad y produccion de exopolisacaridos, incluso aunque el gen cdgB es expresado
significativamente en raiz y en vida libre, y que la expresién heter6loga en E. coli del dominio
GGDEF de DGC A y DGC B incrementa los niveles de di-GMPc, demostrando su actividad
de modulacion. Por lo que no es de sorprender que en Azospirillum, que también es una
PGPR perteneciente a la clase alfa-proteobacteria, como el género Rhizobium, se observen
resultados similares, o incluso como se propone en este mismo estudio, pudiendo ser que
la proteina sea activada por estimulos muy especificos, no explorados bajo condiciones de
laboratorio, o bien que otras funciones en las que interviene el di-GMPc no se hayan
explorado aun (i. e. quimiotaxis, movilidad, produccién de EPS, colonizacién, morfologia
celular, floculacion, etc.). Ademas, se ha observado que bacterias con estilos de vida
diverso, dependiendo de su entorno, presentan un niimero mayor de genes relacionados al
di-GMPc (Romling et al. 2013); tal como es la rizosfera, en donde se presenta importante
variacion ambiental, asi el amplio nimero de genes responden a diversos estimulos de
manera diferente, temporal y espacial (Shanjun Gao et al. 2013). Por tanto se requiere de
la generacion de multiples mutantes para contar con un mejor conocimiento del papel del
di-GMPc en A. brasilense.

Al respecto otros casos, como el de Sinorhizobium meliloti, que presenta una proteina
hibrida GGDEF-EAL no esencial para el proceso de simbiosis (Gibson et al. 2007), en cuyo
estudio se identificé previamente una cinasa histidinica (CbrA), que es absolutamente
requerida para establecer una exitosa simbiosis. Mediante microarreglos compararon el
transcriptoma de la mutante cbrA:Tn5 y la cepa silvestre, encontrando 162 genes
diferentemente expresados en la mutante cbrA::Tn5, algunos de los cuales estarian
involucrados en crecimiento, transporte y sintesis de polisacaridos, sintesis de proteinas
extracelulares, “quorum sensing” y movilidad, ademas de exhibir una disminucién en la
expresion de un operdn que codifica una cinasa histidinica de doble componente SMc00888
y una proteina con dominios GGDEF-EAL SMc00887. Sin embargo, al utilizar una cepa
carente de este par de genes, no se observo afectacion en la simbiosis.

En Myxococcus xanthus, se estudié el gen mocA, que codifica para una cinasa histidinica,

esta mutacion condujo a la drastica afectacion del crecimiento en presencia de NaCl
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(Kimura et al. 2001). Resultados similares son observados con la mutante A. brasilense

Sp245 5 A cdgE::uidA-KmR, cuyo efecto polar afecto genes rio abajo, con disminucién tanto

del crecimiento, asi como la resistencia al estrés salino. Por lo que se sugiere que el efecto

observado en esta mutante sea debido a la alteracion de la cinasa histidinica y no a la

CdgE, lo que enfatiza la necesidad de obtener la mutante mediante eliminacién del gen

cdgE en fase.

10 Conclusioén

R/
0’0

Y/
0'0

Se logré obtener la mutante en fase A. brasilense Sp245AcdgE.

Bajo las condiciones estudiadas en el laboratorio, la diguanilato ciclasa E de A.
brasilense Sp245 no esta involucrada en la adaptacion al estrés salino con Nacl,

formacion de biopelicula, ni en crecimiento.

El analisis bioinformatico indica la posible reiteracién de proteinas con dominio
GGDEF en A. brasilense Sp245, y la forma en que estas son expresadas podria
depender de un mismo promotor que regule genes rio abajo, por tanto es importante
contar con una herramienta de mutacién por delecién para una obtencibn mas
eficiente de dobles, triples 0 mas mutantes, que permitan entender a mayor detalle

el papel del di-GMPc en A. brasilense Sp245.

11 Perspectivas

1.

El di-GMPc esta involucrado en diversas funciones, por tanto se requiere evaluar la
participacion de la DGC E en otros fenotipos, como es la quimiotaxis, movilidad,

produccién de EPS, colonizacién, morfologia celular, floculacion, etc.

Es importante no descartar que otras diguanilato ciclasas de A. brasilense Sp245
podrian estar involucradas en los fenotipos evaluados. Por tanto seria interesante
evaluar la funcion de otros genes de diguanilato ciclasa que ya se hayan mutado, y
ver si en realidad la produccion de EPS involucra la proteccion al estrés salino, o
solo sean utilizados para la transicion del estado moévil al sésil, mediante la

formacion de biopelicula, o ambas.
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3. Dada la dificultad de generar una mutacién por delecién, aunado con la importancia
de generar multiples mutantes que permitan un mejor conocimiento del papel del di-
GMPc en A. brasilense, en primer lugar es crucial establecer una técnica efectiva
gue permita la obtencién de las mutantes deseadas, ya sea con la modificacion del
plasmido utilizado, y/o mediante la busqueda de otro mecanismo de toxicidad, a
través de los diferentes tipos de marcadores de contraseleccion, tal como rpsL(strA),
tetAR, pheS, thyA, lacY, gata-1 y ccdB (Marc et al. 1998), etc.
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ANEXOS

A. MEDIOS DE CULTIVO (gr/1000 ml)
A.1LB

Peptona de caseina 10

Extracto de levadura

NaCl 5

Agar 15

A.2 LB modificado

Peptona de caseina 10
Extracto de levadura 5
NaCl 5
MgSQO4 7 H20 0.6
CaCl 0.37
Agar 15

pH 7 con KOH al 10 %
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A.3 Difco

Caldo DIFCO 8
MgSO, 7H,0 0.25
KCI 4H,0 1
MnCl. 0.01
Agar 15

pH 7 con KOH al 10%

A.4 Rojo Congo
D. L. Malico 5
Extracto de levadura 0.5
KzHPO4 0.5
MgSO4 7H>0 0.2
NacCl 0.1
FeClz 1% 1.4 ml
Na>MoO4 2H20 0.5% 0.4 ml
Rojo Congo (1/400) 15 mi
Agar 15

pH 6.8 con KOH

A.5 Medio minimo K-malato
KH2PO4 0.87
KoHPO4 1.67
MgSO, 7H,0 0.29
NacCl 0.48
D. L. Malico 4.5326
CaCl; 2H,0 0.7% 10 mi
FeClz 1% 1ml
Na:MoO4 2H20 0.5% 1ml
NH4CI 20% 5ml
Solucién de Oligoelementos Iml
Agar 15

pH a 6.8 con KOH
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A.5.1 Solucién de Oligoelementos:

MnSO4 0.025
ZnS04 7H0 0.7
CoS04 7H20 0.014
CuS04-5H,0 0.0125
H3BO4 0.03
A.6 Medio NFB
D. L. Malico 3.7
KaHPO4 0.5
MgSO4 7H20 0.2
NacCl 0.1
CacCl; 2H,0 0.02
Fe-EDTA 0.0656
KNO3 6 NH4CI 1.3960.738
Solucion de micronutrientes 2ml

pH a 6.5 con KOH

A.6.1 Solucién de micronutrientes (gr/200 ml):

Na>MoO4 2H>0 0.2

MnSO4 HO 0.235
HsBO3 0.280
CuSO4 7H0 0.008
ZnS0O4 7H20 0.024

B. Enzimas utilizadas

BamHl

Thermo Scientific Fast Digest

Kpnl

Thermo Scientific Fast Digest

DNA Ligasa T4

Thermo Scientific

Pvull New England BioLabs
Sacll New England BioLabs
Smal Thermo Scientific
Spel Thermo Scientific
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Stul Thermo Scientific
Xbal Invitrogen

Xhol Invitrogen

Xmal New England BioLabs

C. Iniciadores utilizados (5"-3")

Iniciador Secuencia

PM3-F TGTAGGTACCCTTCTTGCGTTCCCGATCTCG
PM3-R TGATCTCGAGGTGGGCAGTTGCGCTGTTCTC
QH3-F TCATAGGCCTCCGTTGGCTTTCGCACTGGTG
QH3-R TGTAACTAGTCCGGGCAAAAGCGTCGTTGGC
KmR-F7 GCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTG

KmR-R CAGTGACAACGTCGAGCACAGC

M13-F GTAAAACGACGGCCAGT

M13-R1 CAGGAAACAGCTATGAC

M13-R2 GTCATAGCTGTTTCCTG

AZO-F GGCGCATCCCTTCTCACGG

AZO-R GCTTGCGCCACGCGCAGG

dgcE-F GGACGCGTAGGCCTCCGTTG

QH4-R GCGGTGTCAGCATGCCGATAA

CarP1R-R TGTTGCGCCCTACGTCAACGT

D. Analisis del alineamiento del fragmento secuenciado PM-AcdgE-QH con A.

brasilense Sp245
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E. Simbolos y Abreviaturas

ul Microlitros
Inserciéon
A Delecion
ug Microgramos
A. bras. Azospirillum brasilense
ApR Resistencia a ampicilina
Ccv Crista violeta
D. O. Densidad 6ptica
DGC Diguanilato ciclasa
di-GMPc bis-(3’-5’) guanosin monofosfato ciclico
DMSO Dimetilsulféxido
EPS Exopolisacaridos
Fig. Figura
ar Gramos
h Horas
KmR Resistencia a kanamicina
LPS Lipopolisacaridos
min Minutos
ml Mililitros
mM Milimolar
MPM Marcador de peso molecular
ng Nanogramos
nm Nanometros
NO Oxido nitrico
No. Numero
pb Pares de bases
PDE Fosfodiesterasa
pg Picogramos
PGPR Rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal
PHB poli-B-hidroxibutirato
PM Proteina de membrana
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QH Cinasa histidinica

RR Regulador de respuesta

SDC Sistema de doble componente
TcR Resistencia a Tetraciclina

™ Transmembrana

UFC Unidades formadoras de colonia
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