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RESUMEN

Azospirillum brasilense es una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal capaz
de aumentar el crecimiento y el rendimiento de los cultivos a través de una
asociacion beneficiosa con las plantas favorecida por la formacién de biopelicula.
Esta biopelicula es regulada por un segundo mensajero, el di-GMPc, la cual es una
molécula ubicua que interviene en la regulacion de diversos aspectos de la fisiologia
y el comportamiento bacteriano, tales como: movilidad y formacion de biopeliculas,
ciclo celular y virulencia, entre otros. El di-GMPc es producto de las enzimas
diguanilato ciclasas (DGCs), y su nivel celular se reduce por las enzimas
fosfodiesterasas (PDEs). En la mayoria de las bacterias donde estan presentes las
vias de sefalizacion dependientes de di-GMPc, estan involucradas en la regulacion
de las transiciones bacterianas del estilo de vida plancténico al sésil mediante la
inhibicion de la movilidad y la formacion de proteinas o apéndices superficiales
adhesivos. En el genoma de A. brasilense Sp245 se describieron proteinas hibridas
que se predice tendrian ambas actividades, estas actividades estan reguladas por
dominios de sefalizacion que se producen en las proteinas DGC-PDEs. Mediante
analisis bioinformatico, encontramos un gen que traduce el producto de 946
residuos de aminoacidos, muestra los dominios CHASE-PAS y DGC-PDE
(denominada diguanilato ciclasa D). Para evaluar la funcion de la presunta proteina
hibrida, realizaron una mutante mediante la insercion de un casete de kanamicina
(dgcD::KmR), denominada mutante 12-A. Los ensayos con cristal violeta mostraron
que la mutante 12-A disminuyé la formacion de biopelicula en comparacion con la
cepa silvestre A. brasilense Sp245 en medio minimo suplementado con Nitrato de
Potasio (KNO3) como fuente de nitrégeno, asi como también, aumento la movilidad
en diferentes fuentes de carbono, lo que sugiere que bajo las condiciones
experimentales probadas funciona como DGC. La mutante 12-A se complement6
con el plasmido pVKdgcD y ensayos con cristal violeta restauraron el fenotipo de
formacién de la biopelicula, comprobando la funcionalidad del gen dgcD bajo las
condiciones experimentales probadas. Sin embargo, la movilidad no fue restaurada
bajo las condiciones experimentales probadas, lo que nos indica la necesidad de



estudios posteriores para identificar la sefial detectada por el dominio de
sefalizacion para demostrar la actividad PDE.



1. INTRODUCCION

En los ultimos afios, el incremento de la poblacion requiere aumentar la cantidad de
alimentos disponibles. A medida que la produccion agricola aumento en las ultimas
décadas, los productores son mas dependientes de los agroquimicos como método
de fomento de la produccion de los cultivos. (Compant et al., 2005). Se debe
mantener el aumento de la productividad y a la vez propiciar una agricultura mas
sostenible desde el punto de vista ambiental, cuidando los ecosistemas y la
biodiversidad. Una de las formas empleadas para disminuir el impacto ambiental
negativo es el uso de biofertilizantes que emplean rizobacterias que promueven el
crecimiento de las plantas denominadas PGPR (Pérez-Montafio et al., 2014).
Término definido por Kloepper y Schroth en 1978 para describir bacterias del suelo
que colonizan la rizésfera de las plantas, y que son organismos capaces de
aumentar el crecimiento de las plantas. Se ha continuado con la investigacion
destinada a comprender los mecanismos mediante los cuales favorecen el
crecimiento de las plantas, algunos descritos son: la produccion de fitohormonas,
solubilizacion de fosfato, o fijacion de nitrégeno (de Souza et al., 2015). Se han
descrito diferentes géneros de bacterias que mejoran el crecimiento de las plantas:
Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes,
Gluconacetobacter, Burkholderia, Bacillus y Serratia (Saharan & Nehra, 2011).
Existen varios inoculantes comercializados que usan PGPR vy, recientemente, la
popularidad de éstos ha aumentado gracias una amplia investigacion de los
mecanismos empleados por estas bacterias responsables de los efectos positivos

en los cultivos.

Las plantas, colonizadas por un gran numero de microorganismos, afectan su
crecimiento y desarrollo, la disponibilidad y absorcion de nutrimentos y su
productividad (Mendes et al., 2013; Huang et al., 2014). Esta interaccién es

realizada principalmente en una zona del suelo conocida como rizésfera.



1.1. Rizésfera

La rizésfera es una estrecha zona del suelo, que se encuentra inmediata a la raiz
de la planta y que es influenciada de manera significativa por los microorganismos;
se considera una de las areas del suelo con mayor actividad biolégica y quimica,
(Mendes et al., 2013; Philippot et al., 2013) causada por una gran cantidad de
nutrimentos liberados por las raices y que pueden ser utiles como sustento de los
microorganismos (Hrynkiewicz & Baum, 2012).

Los exudados de las raices incluyen aminoacidos, azucares, acidos organicos,
compuestos fendlicos, enzimas y flavonoides (Verbon & Liberman, 2016). Ademas,
recientes estudios sugieren que, la composicion de los exudados de la raiz, las
propiedades del suelo como pueden ser: el pH, la humedad, la temperatura o el

contenido de nutrimentos, son importantes en la conformacion de las comunidades

bacterianas en el suelo y la rizésfera (Huang et al., 2014; Verbon & Liberman, 2016)
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(Figura 1).
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Figura 1. Esquema de la rizésfera. En la imagen se muestra a la delgada capa del suelo, inmediata
a la raiz de la planta e influenciada por los microrganismos conocida como rizosfera. Las plantas, a
través de los exudados de raiz, pueden influir en la composicién del microbioma de la rizésfera.
(Tomado de Verbon & Liberman, 2016).



En la rizésfera se localizan bacterias, hongos, nematodos, algas, virus, arqueas y
artropodos (Mendes et al., 2013). De manera general entonces, los
microorganismos sirven de intermediarios entre la planta, que requiere nutrimentos
minerales solubles, y el suelo, el cual contiene esos nutrimentos necesarios que en
ciertas condiciones se encuentran en bajas concentraciones y/o en formas

inaccesibles (Hrynkiewicz & Baum, 2012).

Las especies bacterianas que se ubican en la rizosfera, son llamadas rizobacterias,
se dividen en aquellas que forman una relacién simbidtica con la planta y las que
particularmente no forman estructuras especializadas (nddulos), constituyen una
relacion mutualista con la planta. Las bacterias de vida libre, estan estrechamente
asociadas a las raices de las plantas o suelen residir dentro de las raices como
bacterias endofiticas (Cassan et al., 2013). Cuando las bacterias benefician de
forma positiva el crecimiento de la planta y el rendimiento de los cultivos, se les
denominan rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas (PGPR, por sus
siglas en inglés) (Cassan et al., 2013; Spaepen et al., 2009).

Uno de los géneros de las PGPRs que ha sido mas estudiado desde su
redescubrimiento es el género Azospirillum, al cual se le defini6 como PGPR por
dos mecanismos principales: la fijacion biologica de nitrégeno y la produccion de
fitohormonas; se considera que estos mecanismos influyen en el crecimiento y
rendimiento de las plantas (Bashan & de-Bashan, 2010). En la actualidad, es
usualmente incorporado en biofertilizantes debido a lo cual el estudio sobre la
ecologia, fisiologia y genética de esta bacteria ha ido en aumento.



1.2. El género Azospirillum

La primera especie de Azospirillum se aislo por Beijerinck en 1925 a partir de suelos
arenosos pobres en nitrégeno en Holanda, nombrandola como Spirillum lipoferum.
Posteriormente Dobereiner y colaboradores en 1976, fueron los primeros en
reportar su amplia distribucion en la rizosfera de varias gramineas, cultivos de
cereales (trigo, maiz, sorgo, mijo, arroz) y muestras de suelo (Reis et al., 2015). Mas
tarde, se aislaron cepas de plantas recolectadas en varios paises y con base en
diferencias morfoldgicas, fisioldgicas y experimentales sobre homologia del DNA,
Tarrand y colaboradores propusieron Azospirillum como género y distinguieron dos
especies diferentes: A. brasilense y A. lipoferum (Tarrand et al., 1978). Actualmente
existen 19 especies identificadas, que se encuentran reportadas en el sitio web
LPSN (List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature,

www.bacterio.net/azospirillum.html) y de las cuales en términos fisioldgicos y

genéticos A. lipoferum y A. brasilense han sido las mas estudiadas (Reis et al.,
2011). El genoma del género Azospirillum contiene de 6 a 7 replicones, su tamafio
varia dependiendo de la especie entre 6.4 y 7.6 Mbp y con un contenido en G+C
del 67-69% (Wisniewski-Dyé et al., 2012).



1.3. Caracteristicas de A. brasilense

Las bacterias del género Azospirillum, son rizobacterias de vida libre, fijadoras de
nitrogeno, microaerofilicas, moviles, Gram negativas, de forma vibroide, de 1.0-1.5
pum de ancho y 2.0-3.0 ym de largo. Las células pueden cambiar de forma y tamafo
con la edad de cultivo produciendo quistes (Okon, 1985; Burdman et al., 2000). El
crecimiento 6ptimo se determiné a 30-32 °C, pH entre 6.0 y 7.0 (Bashan et al., 2004)
y en medio de cultivo solido con la adicion del colorante Rojo Congo, se describen
colonias de color rojo escarlata (Rodriguez-Caceres, 1982). La movilidad de
Azospirillum depende de un solo flagelo polar, el cual, es responsable del
movimiento natatorio, y a su vez, de multiples flagelos laterales, los cuales son
responsables de una movilidad de superficie en medios soélidos (Steenhoudt &
Vanderleyden, 2000) (Figura 2). Se ha descrito que en Azospirillum, ademas de la
movilidad, el flagelo polar es utilizado para adherirse a la superficie de las raices de
las plantas (Rodrigues et al., 2015).

Figura 2. Microscopia electrénica de células de A. brasilense Sp245. Cultivadas en medio liquido
(1) o en medio solido (2). Las barras de escala corresponden a 1 ym (Filip’echeva et al., 2017).



1.4. Efecto de la inoculacion de Azospirillum sobre las plantas

La inoculacion de plantas con Azospirillum puede ocasionar cambios significativos
en los parametros de crecimiento de la planta, pero estos cambios pueden o no
afectar en el rendimiento del cultivo (Bashan & Levanony, 1990). En estudios de
campo realizados en cereales se ha podido observar una promocioén del crecimiento
vegetativo, asi como un efecto a simple vista en el crecimiento de algunos vegetales
como tomate, berenjena, pimiento y algodén (Bashan et al., 1989). El rendimiento
se incremento con la inoculacion de Azospirillum en trigo desde 23 % hasta 63 %
(Caballero et al., 1992) y en otros trabajos se obtuvieron aumentos del rendimiento
total de la cosecha de 50 a 70 % comparandolos con los controles de plantas no

inoculadas (Bashan & Levanony, 1990).

Para la agricultura moderna, un rendimiento de hasta el 20 % se considera
comercialmente valioso, siempre que estos resultados sean consistentes. Sin
embargo, es dificil dar una evaluacidn apropiada de los trabajos y la manera en que
la planta responde en cuanto al rendimiento debido a la carencia de ensayos 0 a la
ausencia de detalles técnicos en la descripcion de los métodos. Evaluando los datos
a nivel mundial de los ultimos veinte afos sobre experimentos de inoculacion con
Azospirillum, se concluyd que los experimentos exitosos fueron aquellos donde
utilizaron el nivel 6ptimo de células en el inoculante (Okon & Labandera-Gonzalez,
1994) y ademas tomando en consideracion que las bacterias sobreviven mejor en
el suelo si el indculo se toma de la fase exponencial del cultivo, que si se toma de
la fase estacionaria (Vandenhove et al., 1993). De esta manera se podria
estandarizar y optimizar los in6culos para evitar la variabilidad en la respuesta

vegetal.



1.5. Efectos de la inoculaciéon de Azospirillum sobre el desarrollo de las

raices

Las bacterias de este género se consideran bacterias de la rizosfera, aunque
muestran diferencias en la forma en que colonizan las raices. Pueden colonizar la
parte interna de la raiz, pero predominantemente colonizan la parte externa. En esta
ultima, las bacterias forman pequefios agregados, aunque también es posible
encontrar células aisladas distribuidas en la zona de elongacion de la raiz y de los
pelos radiculares. Para colonizar la parte interna, las células deben invadir las raices
penetrando a través de los espacios intercelulares (Bashan & Levanony, 1990;
Steenhoudt & Vanderleyden, 2000).

Los efectos positivos de Azospirillum fueron principalmente por cambios
morfoldgicos y fisioldgicos de las raices de las plantas inoculadas (Burdman et al.,
2000). Los efectos pueden variar dependiendo de la planta y las condiciones
ambientales del cultivo, pero aun mas importante, de las concentraciones de
inéculo. Estudios previos han determinado que la concentraciéon 6ptima de
inoculacion es alrededor de 10%10° unidades formadoras de colonias por mililitro
(UFC/ml). La disminucién de la concentracion bacteriana a 10%-10* UCF/ml tuvo un
efecto positivo menor mientras que el aumento de la concentracion bacteriana a 108
10° UFC/ml disminuy® el area de la superficie de la raiz, pero aumenté la formacion
de pelos radiculares (Okon, 1985; Bashan, 1986) (Figura 3 y 4). El efecto de la
inoculacion parece determinarse principalmente en las etapas iniciales del

desarrollo de la planta (Okon & Labandera-Gonzalez, 1994).

Los principales efectos visuales que se observan, son cambios en la morfologia de
la raiz, un aumento en el alargamiento de la raiz, el numero de raices laterales y
adventicias y el alargamiento y ramificacion de los pelos radiculares (Rodrigues et
al., 2015). Los cambios ocasionados en la raiz aumentan el area de superficie, lo
cual resulta en un incremento en la absorcion de agua y nutrimentos minerales que

favorecen al crecimiento de la planta (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000). La
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secrecion por parte de la bacteria, de sustancias promotoras del crecimiento de las
plantas como son auxinas, giberelinas y citocininas parecen ser responsables de

estos efectos (Spaepen et al., 2009).

Figura 3. Efecto de la inoculacion con A. brasilense Sp245. La morfologia de la raiz de plantulas
de trigo de una semana de crecimiento. De izquierda a derecha: planta no inoculada, plantulas
inoculadas con 10°, 108, 107, 108 y 10° UFC/planta. La inoculacién de semillas de trigo con un nimero
creciente de A. brasilense Sp245 produce una fuerte disminucion en la longitud de la raiz (Spaepen
et al., 2008).

Figura 4. Efecto de la inoculacion de A. brasilense Sp245 en plantula de trigo. De una semana
de crecimiento en la formacién de los pelos radiculares. De izquierda a derecha: planta no inoculada,
plantulas inoculadas con 10°, 107 y 10° UFC/planta (Spaepen et al., 2008).



2. FISIOLOGIA DE Azospirillum

2.1. Movilidad y Quimiotaxis

Es importante la asociacion de Azospirillum sobre las raices de las plantas, la cual
solo puede tener éxito si la bacteria sobrevive en el suelo y alcanza poblaciones
significativas en el sistema de raices del huésped. La movilidad y la quimiotaxis
permiten que las bacterias se muevan hacia las raices de las plantas, donde pueden
beneficiarse de los exudados de las raices como fuente de carbono y energia
(Steenhoudt & Vanderleyden, 2000).

Para sobrevivir y competir en las diferentes condiciones ambientales encontradas
en la rizosfera, las bacterias deben ajustar rapidamente su comportamiento para
nadar a entornos favorables (Bible et al., 2008). Los sistemas de transduccion de
sefales permiten a las células detectar y adaptarse a los cambios ambientales
mediante respuestas celulares apropiadas, como la regulacion de la expresion

génica o la modulacion en la movilidad (Bible et al., 2008).

La movilidad en bacterias responde a un sistema de transduccion de sefiales que
transmiten informacion del entorno al aparato de movilidad. Azospirillum modula su
patron de nado hacia una mayor o menor probabilidad de cambio en la direccién de
la rotacion flagelar en respuesta a repelentes y atrayentes, respectivamente
(Mukherjee et al., 2016). El mecanismo molecular mejor comprendido de quimiotaxis
es el de Escherichia coli. En A. brasilense se ha identificado un operén de
quimiotaxis que comprende genes que, aunque presentan divergencia en la
secuencia, son homologos funcionales de E. coli (Greer-Philips et al., 2004). La
disponibilidad de la secuencia del genoma de A. brasilense spp., permitié identificar
cuatro operones de quimiotaxis distintos, tres de los cuales (Che1, Che2 y Che3)
también estan codificados en los genomas de las cepas de Azospirillum
secuenciadas hasta la fecha, asi como en el genoma de Rhodospirillum centenum
sugiriendo que ambos géneros tienen un ancestro comun. (Mukherjee et al., 2016).
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Por su parte Che4 se localiz6 unicamente en el genoma de las cepas de
Azospirillum, identificandola como una de las vias adquirida por transferencia lateral
de genes (HGT) que se ha propuesto contribuye a su adaptaciéon a la rizosfera
(Wisniewski-Dyé et al., 2011).

Se demostré que la via de quimiotaxis Che1 en A. brasilense, interviene en la
formacién de los agregados y floculacidon, mediante la modulacién de la velocidad
del nado de las células. Ademas, se describié que, aunque la formacién de fléculos
implica la produccion de EPS, éstos se producen independientemente de la via
Che1 (Siuti et al., 2011; Bible et al., 2012) (Figura 5).

En Azospirillum ademas se describid, un quimioreceptor transmembranal Tip1
(Transduction like protein) el cual se demostré que media taxis de energia en A.
brasilense y que interviene en la colonizacion de las raices de las plantas (Greer-
Philips et al., 2004). Tlp1 cuenta con una region periplasmica N-terminal y un moédulo
de senalizacion en la regiéon C-terminal. Contiene un dominio PilZ en su extremo
carboxilo. Los dominios PilZ se encuentran presentes en diversos genomas
bacterianos y se sabe que unen al segundo mensajero di-GMPc (Russell et al.,
2013).

Se identifico también, el gen chsA como parte de la via de senalizacion de
quimiotaxis en A. brasilense. La arquitectura de la proteina codificada contiene un
dominio sensorial PAS y un dominio EAL. Se demostré que una mutante nula del
gen, mostraba un fenotipo alterado en la movilidad y la respuesta quimiotactica, a
pesar de no verse afectada la sintesis de flagelos polares y laterales (Carreno-Lopez
et al., 2009).

La quimiotaxis se describe como el proceso por el cual las células responden a
gradientes de atrayentes presentes en el entorno, moviéndose hacia las
condiciones favorables y alejandose de las desfavorables (Stephens, 2006).

Azospirillum crece de manera Optima cuando la fructosa, o acidos organicos como
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malato o succinato, se utilizan como fuentes de carbono y tiene un pobre
crecimiento en aminoacidos como unicas fuentes de carbono. Las raices de pastos
y cereales exudan cantidades significativas de acidos organicos, azucares y
aminoacidos por lo que son compuestos organicos que pueden encontrarse en la
rizosfera (Alexandre et al., 2000). Las bajas concentraciones de oxigeno presentes
en la rizosfera son también uno de los principales estimulos que atraen a las

bacterias a las raices de las plantas.
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Figura 5. Esquema del comportamiento por quimiotaxis de A. brasilense. Las lineas negras y
grises en la parte superior representan diferentes condiciones ambientales a las cuales puede estar
expuesta la bacteria. Se representan las proteinas de la via de quimiotaxis y las flechas representan
las interacciones entre estas proteinas, en donde las lineas discontinuas representan probables
interacciones (Tomado de Russell et al., 2013).
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2.2. Aerotaxis

La aerotaxis es la capacidad de moverse hacia concentraciones 6ptimas de oxigeno
es una respuesta importante en Azospirillum (Burdman et al., 2000), en la cual, una
concentracion de oxigeno baja, de 3 a 5 uM, es la concentracion de oxigeno optima
para la generacion de energia y la fijacion de nitrégeno (Alexandre et al., 2000;
Russell et al., 2013). Cuando las células se exponen a condiciones de oxigeno
elevado en su entorno, las células de A. brasilense forman pequeinos agregados de
bacterias que son inicialmente transitorios, pero, si las condiciones de alta aireacion
persisten, se pierde la movilidad. (Russell et al., 2013; Bible et al., 2015) (Figura 5).
Se ha sugerido que estos agregados representan un comportamiento de proteccion
manteniendo un ambiente intracelular microaerofilico que permite la expresién de la
nitrogenasa, enzima responsable de la fijacidon biolégica de nitrogeno y sensible a
altas concentraciones de oxigeno (Bible et al., 2015). El agrupamiento de las células
se describe como un paso previo para la floculacién, en donde las células vibroides
de Azospirillum moviles pasan a células mas redondas y no moviles, dispuestas en

una matriz de exopolisacaridos (EPS) (Bible et al., 2015) (Figura 6).
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Figura 6. Agregacion celular en A. brasilense. La sefializacion de quimiotaxis y aerotaxis mediante
la modulacién de la movilidad, promueve interacciones transitorias célula-célula entre células méviles
que posteriormente permiten interacciones estables entre células no méviles. La flecha doble indica
una interaccion reversible, mientras que la flecha unidireccional una interaccion irreversible (Tomado
de Alexandre, 2015).

El agrupamiento y la floculacion también se consideran relevantes para la
capacidad de las células para colonizar y establecerse en la rizésfera (Burdman et
al., 2000; Bible et al., 2015).

13



2.3. Asociacion Azospirillum-planta

Una vez que las bacterias se encuentran en las proximidades de las raices de las
plantas, su union es esencial para una asociacion eficaz y la posterior colonizacion
(Steenhoudt & Vanderleyden, 2000; Rodrigues et al., 2015).

La union de Azospirillum a las raices de la planta ocurre en dos fases distintas y
consecutivas, la fase de adsorcion y la fase de anclaje. En la primera fase, de
adsorcion; las bacterias se unen de manera rapida, deébil, reversible y se produce
dentro de las 2 horas de inoculacion (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000). Diversos
factores han sido implicados en esta primera fase de la asociacion planta-bacteria.
Uno de ellos, la flagelina, una glucoproteina de masa molecular de
aproximadamente 100 kDa presente en el flagelo polar de A. brasilense Sp7 (Moens
et al., 1995). Otro de esos factores son las lectinas, proteinas que reconocen y se
unen de forma especifica y reversible a los carbohidratos presentes en la superficie
de la raiz de la planta (Mora et al., 2008). Una lectina de naturaleza glucoprotéica
con una masa molecular de 36 kDa y especificidad a L-fucosa y D-galactosa fue
aislada de A. brasilense Sp7 (Alen’kina et al., 2014a). Por otro lado, se encontraron
también, receptores especificos en la superficie celular de Azospirillum que se unen
a lectinas WGA denominadas asi por sus siglas en inglés (wheat germen agglutinin)
presentes en la superficie de la raiz de la planta. La union de estos receptores a la
lectina WGA en A. brasilense Sp245 puede funcionar como una molécula sehal en

la asociacion Azospirillum-planta (Alen’kina et al., 2014b).

La fase de anclaje es una union firme e irreversible, de entre 8 a 16 horas después
de lainoculacion. (Michiels et al., 1991). Los EPS median esta fase y su componente
principal es la L-arabinosa (Bahat-Samet et al., 2004) determinante importante para
la capacidad de agregacion en cepas de Azospirillum (Fibach-Paldi et al., 2012). En
Azospirillum, la produccion de EPS ha sido demostrada con el colorante
fluorescente Calcofluor, que detecta enlaces  1-3 y B 1-4 en polisacaridos y con el

colorante Rojo Congo. (De Troch & Vanderleyden, 1996). Junto con los EPS, los
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lipopolisacaridos (LPS) de Azospirillum, debido a su inmunoespecificidad
contribuyen también a interacciones bacteria-planta. Los LPS consisten de un
componente hidrofébico (lipido A) anclado a la membrana, y a través del cual el
oligosacarido central se une con un polisacarido especifico-O (OPS) que contiene
unidades repetidas de oligosacaridos (Sigida et al., 2014).

Hasta la fecha, se han identificado tres serogrupos de lipopolisacaridos en el género
Azospirillum, como resultado del estudio de sus propiedades y estructuras
serologicas. Los lipopolisacaridos son los principales componentes de la membrana
externa de las bacterias Gram-negativas, contienen los determinantes antigénicos
responsables de la especificidad serologica de las bacterias y se encuentran
disponibles para la interaccion con otras células. El serogrupo | son D-ramnanos
lineares que reaccionan de forma cruzada con los anticuerpos especificos para LPS
de A. brasilense Sp245. En el serogrupo Il, las cepas de Azospirillum presentan
heteropolisacaridos que reaccionan con anticuerpos contra LPS de cepas de A.
brasilense Sp7. Por ultimo, el serogrupo Il comprende cepas que muestran afinidad
a LPS de las cepas de A. lipoferum Sp59b (Konnova et al., 2008; Shelud’ko et al.,
2014).

Después de la union de las bacterias de Azospirillum, se comienzan a formar
agregados que, con las condiciones favorables, permiten la rapida colonizacion de
los tejidos de la planta y la posterior formacion de microcolonias que se producen

simultdneamente con la formacion de biopelicula (Rodrigues et al., 2015).
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3. BIOPELICULA

La biopelicula es una comunidad microbiana embebida en una matriz de
compuestos poliméricos extracelulares que se encuentra asociada a una superficie.
Las biopeliculas se observaron por primera vez en 1674, cuando Antonie van
Leeuwenhoek us6 su microscopio simple, en donde observo agregados de los que
llamé “animaculos” que raspaba de la superficie de dientes humanos (Donlan, 2002;
Garrett et al., 2008). La biopelicula, es una forma de mantener una masa de células
en un sitio especifico durante un periodo o lapso de tiempo suficiente para iniciar
una interaccion beneficiosa o antagonica (Danhorn & Fuqua, 2007). Hay diferentes
tipos de biopeliculas, asi como de bacterias, incluso una bacteria puede formar
varios tipos diferentes de biopeliculas dependiendo las condiciones ambientales
(Karatan & Watnik, 2009).

Algunas ventajas que confieren a las bacterias, la formacion de biopelicula es:
proteccion contra antibidticos, la oportunidad de transferencia horizontal de genes
(HGT), capacidad de sobrevivir en condiciones deficientes de nutrimentos (Danhorn
& Fuqua, 2007; Garrett et al., 2008), proteccién contra factores de estrés ambiental
como puede ser radiacion UV, cambios de pH, estrés osmoético y desecacion
(Bogino et al., 2013).

El proceso de formacion de biopelicula ocurre en varias etapas que incluyen: (i)
proceso de fijacion de células a la superficie reversible, (ii) seguido de la fijacion
irreversible formando una monocapa de células, (iii) desarrollo de microcolonias, (iv)
maduracion de la biopelicula y finalmente (v) dispersion de la biopelicula (Wolska et
al., 2015; Jamal et al., 2018) (Figura 7).
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Figura 7. Modelo de las etapas de desarrollo de la biopelicula. (Kalia et al., 2013).

La monocapa de células se define como aquella en que la bacteria se encuentra
unida solo a la superficie, antes de que ocurran interacciones entre células. Hasta
el momento, se han definido algunas estructuras que pueden intervenir en la
adherencia a la superficie. Una de ellas es el flagelo, que, aunque se ha descrito
que bacterias aflageladas pueden también formar biopeliculas, se considera que la
movilidad en si misma mejora la interaccion inicial de la bacteria incluso, que acelera
la adherencia superficial de muchas bacterias. Otra estructura, es el pilus, que son
apeéndices largos que se encuentran en los polos de algunas células bacterianas
que se cree atraen bacterias a lo largo de las superficies y por ultimo adhesinas
(Karatan & Watnik, 2009).

Por otro lado, las multicapas de colonias se desarrollan cuando las bacterias se
adhieren a la superficie y entre ellas. Posteriormente la union se estabiliza y se inicia
un proceso de multiplicacion y division de células microbianas, dado a través de una
sefalizacion quimica dentro de una matriz extracelular, formando microcolonias
(Jamal et al., 2018). Las células dentro de la biopelicula son fisiologicamente
distintas que en estado plancténico (Ramey et al., 2004; Flemming et al., 2010;

Flemming et al., 2016). Puesto que la difusion de nutrimentos vitaminas o cofactores
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es mas lenta, el resultado es una comunidad bacteriana en la que algunas células
son metabdlicamente inactivas. Ademas, la tasa de crecimiento bacteriano en la
biopelicula esta influenciada por limitacion de espacio (Lopez et al., 2010). En las
microcolonias se da comunicacion intercelular, que estimula rapidamente la
regulacion de la expresion génica permitiendo una adaptacion temporal, como la
variacion fenotipica, la respuesta a gradientes de difusion de nutrimentos, la
modulacion de su metabolismo en funcion de su posicion dentro de la biopelicula y
la capacidad de sobrevivir en condiciones deficientes de nutrimentos (Ramey et al.,
2004; Garrett et al., 2008).

En la etapa de maduracion de la biopelicula, se requiere la transcripcion de
diferentes genes en comparacion con los del estado plancténico, para la formacion
de la matriz extracelular (Donlan, 2002; Jamal et al., 2018). La matriz extracelular,
cuyos componentes son sintetizados por las mismas bacterias (Karatan & Watnik,
2009), es formada principalmente por proteinas, pero otros constituyentes pueden
estar presentes como polisacaridos, moléculas de ADN, ARN, iones y agua (hasta
97 %), esta ultima a la que se le atribuye el flujo de nutrimentos dentro de una
biopelicula (Figura 8). Aproximadamente del 5 a 35% del volumen de la biopelicula
esta constituido por microorganismos, el resto es matriz extracelular (Jamal et al.,
2018).
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Figura 8. Representacion de los principales componentes de la matriz extracelular de una
biopelicula. polisacaridos, proteinas, DNA distribuidos entre las células (Flemming et al., 2010).

La dispersion de la biopelicula permite a las bacterias colonizar otra superficie,
completando su proceso de desarrollo (Bogino et al., 2013), sin embargo, a medida
que la biopelicula prolifera, aumenta su tamafio y las células que se encuentran en
las capas mas internas pueden tener un ambiente desfavorable al no tener acceso
a nutrimentos, sufrir la acumulacién de productos de desecho o cambiar las
condiciones ambientales. En cualquiera de estos casos, las bacterias son capaces
de volver a su modo de vida planctonico. Por lo tanto, se sugiere que el proceso de
dispersion es un proceso altamente regulado que, si bien se han descrito redes de
sefalizacion, los detalles mecanicos precisos aun son desconocidos. Algunos
eventos que pueden ocurrir son la sintesis de enzimas que degraden las adhesinas
que unen a las células entre ellas en la matriz o a la superficie, el retorno de la

movilidad y la lisis celular (Karatan & Watnik, 2009).

La formacidén y posterior dispersion de la biopelicula, son procesos finamente
controlados, regulados a nivel genético y por sefiales ambientales. La investigacion
actual reconoce a la detecciéon de quérum (QS), al di-GMPc y a los pequefios RNA
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(sRNA) como lo principales reguladores de las biopeliculas bacterianas. (Fazli et
al., 2014). Datos en Azospirillum reportan que el di-GMPc tiene un papel importante
en la respuesta quimiotactica y, por consiguiente, en la formacion de biopelicula.
(Ramirez-Mata et al., 2018).

3.1. El segundo mensajero di-GMPc

El di-GMPc es una molécula que funciona como segundo mensajero en bacterias
(Hengge, 2009). Fue descrito por Benziman et. al. (1987) como un activador
alostérico de una celulosa sintasa bacteriana de la alfaproteobacteria
Gluconacetobacter xylinus (D’Argenio & Miller, 2004). Mas tarde, se describio la
celulosa sintasa dependiente de di-GMPc en la alfaproteobacteria Agrobacterium
tumefaciens, lo que comprueba que el di-GMPc no es una molécula cepa especifica,

sino que tiene una amplia distribucioén filogenética (Romling et al., 2013).

Después de su descubrimiento, se identificaron genes que codifican las enzimas
responsables de su sintesis y degradacion, denominadas como diguanilato ciclasas
(DGCs) y fosfodiesterasas (PDEs), respectivamente (D’Argenio & Miller, 2004; Mills
et al., 2011) (Figura 9). Estas enzimas responden a sefales internas y ambientales
regulando los niveles de di-GMPc en la célula (Jenal et al., 2017).

En general, el di-GMPc estimula la biosintesis de adhesinas y exopolisacaridos que
intervienen en la formacién de la biopeliculas, controla la virulencia de patogenos,
la regulacion del ciclo celular, entre otras funciones. (Hengge, 2009, Dahistrom &
O’toole, 2017). Un incremento en los niveles celulares de di-GMPc estimula la
sintesis de adhesinas y componentes de la matriz que conducen a una formacion
de biopelicula interfiriendo con la movilidad y la virulencia, mientras que la
disminucién de los niveles del di-GMPc produce los fenotipos opuestos, es decir,
suprime el mantenimiento de adhesinas extracelulares, promoviendo la dispersion
de la biopelicula y la virulencia bacteriana (Hengge, 2009; Krasteva et al., 2012)
(Figura 7).
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Figura 9. La sintesis de di-GMPc. La cual es catalizada por las DGCs mediante la accion de sus
dos dominios cataliticos GGDEF. Por su parte las fosfodiesterasas con los dominios EAL o HD-GYP
hidrolizan el di-GMPc en guanosina (pGpG) o GMP, respectivamente. Una vez formado, el di-GMPc
es capaz de regular diversos procesos (Tomado de Jenal et al., 2017).

3.2. Sintesis de di-GMPc

El di-GMPc se produce en una reaccion de condensacion, catalizada por las DGCs
a través de la acciéon cooperativa de sus dominios cataliticos conservados
GG(D/E)EF. Cada mondémero GG(D/E)EF se organiza de forma antiparalela y
contribuye con un sustrato GTP (guanosin trifosfato) para la formacion de un enlace
fosfoéster con otra molécula de GTP para dar lugar a la molécula di-GMPc (R6mling
& Simm, 2009; Jenal et al., 2017). Los subproductos de la reaccion son dos

moléculas de pirofosfato (Rémling et al., 2013).

El primer dominio GGDEF se identificé en 1995 en una proteina de Caulobacter
crescentus, denominada PleD, descrita como regulador global que controla la
transicién entre el estilo de vida planctonico y una fase de adherencia del ciclo de
vida de la bacteria (D’Argenio & Miller, 2004). El dominio consta de 170 residuos de
aminoacidos aproximadamente y fue designado asi basado en su motivo de
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secuencia de aminoacidos caracteristico Gly-Gly-Asp-Glu-Phe, altamente
conservado dentro del dominio (Rémling & Simm, 2009; Rémling et al., 2013). Los
primeros dos residuos (Gly) estan implicados en la union de GTP, el tercer residuo
(Asp/Glu) es indispensable para la catalisis y el cuarto (Glu) en la coordinacion de
iones metalicos. El sitio activo (sitio A), que corresponde a este motivo GGDEF esta
involucrado en la unién a GTP y requiere de Mg?* o Mn?* para la formacién del
enlace fosfoéster (Rémling et al., 2013). De manera adicional las DGCs son sujetas
a inhibicion por retroalimentacion, en la cual el di-GMPc se une a un sitio de
inhibicion llamado sitio |, caracterizado por ser un motivo de cuatro aminoacidos
RxxD, encontrado cinco aminoacidos rio arriba del motivo GG(D/E)EF (Hengge,
2009). Ademas del GGDEF, se han encontrado DGCs activas con motivos GGEEF,
AGDEF (Dahlstrom & O’toole, 2017).

3.3. Degradacion de di-GMPc

Las fosfodiesterasas, son las enzimas encargadas de degradar el di-GMPc. La
catalisis es llevada a cabo mediante un ataque hidrolitico sobre el enlace fosfoéster
(Rémling et al., 2013). Se han descrito PDEs distintas, las que incluyen el dominio
EAL (Glu-Ala-Leu) conservado y otras que contienen dominio HD-GYP con motivo
conservado His-Asp-Gly-Tyr-Pro (Jenal et al., 2017; Dahlstrom & O’toole, 2017).
Las fosfodiesterasas de tipo EAL constan de aproximadamente 250 residuos de
aminoacidos y la primera de este tipo, fue descrita en una proteina de Bordetella
pertussis, BvgR, la cual actua como reguladora de genes (revisado en Ramirez-
Mata et al., 2014). Estas fosfodiesterasas, hidrolizan el di-GMPc produciendo el
dinucledtido lineal de 5'-O-phosphonoguanylyl-(3'->5')-guanosine (5-pGpG) (Jenal
et al., 2017). El proceso catalitico requiere de Mg?* y Mn?* y es inhibido por Ca?*
(Hengge, 2009). Por su parte, las fosfodiesterasas que cuentan con el dominio HD-
GYP no tiene similitud de secuencia con el dominio EAL e hidrolizan al di-GMPc
para producir 5-pGpG y posteriormente a GMP (Rémling & Simm, 2009). Recientes
estudios han mostrado que la oligoribonucleasa Orn, es la enzima principal capaz
de degradar al pGpG (Jenal et al., 2017).
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A pesar de que se tiene conocimiento sobre la estructura y funcion de las DGCs y
PDEs, sus funciones fisiolégicas aun no son claras. Solo algunas sefales de
entrada se han identificado como oxigeno, luz, éxido nitrico, nutrimentos (Jenal et
al., 2017).

3.4. Efectores

Las enzimas responsables de la sintesis y degradacion del di-GMPc son facilmente
identificables por sus dominios caracteristicos, sin embargo, debido a la gran
diversidad del di-GMPc sobre la fisiologia de las células y diferentes procesos
celulares, estudios realizados sugieren que existen numerosos efectores que unen
al di-GMPc, muchos de los cuales no tienen secuencia o estructura similar entre
ellos. Los blancos del di-GMPc identificados incluyen proteinas que contienen
dominio PilZ, proteinas que contienen dominios degenerados GGDEF y EAL,
receptores de sitio | y otros que incluyen reguladores transcripcionales como los
riboswitches (Schirmer & Jenal, 2009; Jenal et al., 2017).

Las proteinas con dominio PilZ, uno de los mas estudiados, se encuentra unido al
carboxilo terminal de los dominios GGDEF, EAL y/o HD-GYP, o vinculado a un
dominio enzimatico modulado por el segundo mensajero y que participa en la
biosintesis de una molécula particular como por ejemplo el alginato (Hay et al.,
2009). Estudios bioinformaticos y bioquimicos revelan la presencia de dos
secuencias cortas que comprenden el dominio consenso de PilZ, RxxxRx
(DIN)x(S/A)xxG. Un analisis estructural reveld6 que se producen cambios
conformacionales durante la union de la proteina tipo PilZ y el di-GMPc (Rémling &
Simm, 2009). Otro de los dominios que se considera receptor es el sitio |, en donde
el dominio GGDEF no esta conservado y carece de actividad enzimatica, sin
embargo, mantiene la capacidad de unirse al di-GMPc, en ciertas DGCs
degeneradas (Mills et al., 2011). Otros dos tipos de proteinas efectoras son FleQ y
PelD de Pseudomonas aeruginosa, donde en la primera su actividad se reduce al
unirse a di-GMPc y la otra actua de forma contraria activandose por su unién al di-
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GMPc a través de un sitio similar al motivo del sitio | (Hengge, 2009). El di-GMPc
también puede unirse a riboswitches, los cuales son moléculas de RNA, que
adoptan una estructura secundaria. Posteriormente a la unién con el RNAm cambia
su estructura secundaria, o que ocasiona cambios en la transcripcion, estabilidad

del RNAm o la traduccién de éste (Rémling et al., 2013).

3.5. Proteinas Hibridas

Analisis bioinformaticos muestran que, aunque los dominios GGDEF y EAL tienen
actividades opuestas, una proteina puede tener ambos dominios, estas proteinas
se denominan proteinas hibridas (Dahlstrom & O’toole, 2017; Ramirez-Mata et al.,
2018). Existen dos posibilidades de explicar la existencia de dos dominios con
actividades enzimaticas opuestas en la misma proteina. La primera es que ambos
dominios pueden ser enzimaticamente activos, sin embargo, son diferencialmente
regulados de acuerdo a sefiales intracelulares o ambientales. La segunda
posibilidad es que uno de los dominios sea enzimaticamente inactivo y tenga otra
funcién como la union del sustrato, por ejemplo, la unién de GTP al sitio A del
dominio GGDEF inactivo, lo que pueda ocasionar la activacion de otro dominio que
se encuentre rio abajo a éste (Romling et al., 2013).

Realizando un estudio de las proteinas con dominios GGDEF y EAL con diferentes
genomas de Azospirillum se identificaron dos tipos de proteinas hibridas. En el
primer tipo de proteinas hibridas, los dominios cuentan con la secuencia de
aminoacidos altamente conservada sugiriendo que tienen ambas actividades DGC
y PDE. En contraste, el segundo tipo de proteinas hibridas tienen dominios EAL
conservados, pero GGDEF degenerados, por lo que se presume que son proteinas
enzimaticamente inactivas (Schirmer & Jenal, 2009; Ramirez-Mata et al., 2018).
Para el caso especifico de A. brasilense Sp245 se han identificado 35 proteinas
involucradas en la regulacién del di-GMPc de las cuales 20 son proteinas con
dominio unico GGDEF, 5 con dominio unico EAL y 10 proteinas hibridas (Ramirez-
Mata et al., 2018).
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Ademas de contener estos dominios relacionados al di-GMPc, las proteinas pueden
monitorear sefiales del medio ambiente mediante otros dominios de sefalizacion,
incluidos los PAS, CACHE, CHASE que probablemente reciben sefnales del entorno
las cuales se traducen en una alteracion de la actividad enzimatica que ocasiona
cambios en los niveles de di-GMPc y a su vez esto da lugar a cambios en el

comportamiento, metabolismo y desarrollo (Karatan & Watnick, 2009) (Figura 10).

Sitios rio abajo

Figura 10. Diferentes dominios de sefalizacion encontrados en proteinas de la superfamilia
GGDEF y EAL / HD-GYP. Estas contienen una variedad de dominios sensoriales que probablemente
regulen la actividad de los dominios enzimaticos en funcién de las sefiales de entrada (Tomada de
Karatan & Watnik, 2009).
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3.6. Dominio CHASE

Denominado como CHASE (cyclases/histidine kinases associated sensing
extracellular) debido a que siempre se localiza en regiones extracelulares o
periplasmicas, CHASE esta formado aproximadamente de 200 a 300 aminoacidos,
y se ubica exclusivamente entre dos regiones transmembranales como parte del
extremo N terminal de adenilato ciclasas, diguanilato ciclasas y cinasas histidinicas
(Mougel & Zhulin, 2001; Heyl et al., 2007). Este dominio se encuentra en receptores
transmembranales de bacterias y plantas (Pas et al., 2004) y se predice une
ligandos de bajo peso molecular como péptidos y la fitohormona citocinina (Pas et
al., 2004; Ramirez-Mata et al., 2018).

El dominio CHASE se ha encontrado en dos proteinas de sefalizacién que controlan
el desarrollo en la amoeba Dictyostelium discoideum; la histidin cinasa DhkA y la
adenilil ciclasas ACG. La cinasa DhkA detecta un pequefo péptido, el cual es
liberado por las células en tallo, y desencadena la esporulacién, en tanto que la
cinasa ACG controla la germinacién de las esporas de Dictyostelium. Este dominio
se encuentra también en una histidina cinasa de Arabidopsis thaliana, la cual regula

la morfogenesis vascular de la raiz (Mougel & Zhulin, 2001).
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4. ANTECEDENTES DIRECTOS

En el laboratorio de la Interaccion Bacteria-Planta del CICM ICUAP, se realizé un
analisis bioinformatico del genoma de A. brasilense Sp245, como se indico se
predicen 10 genes que codifican para proteinas con ambas actividades, DGCs vy
PDEs (Ramirez-Mata et. al. 2018). Debido a la caracteristica de estos ultimos
genes, cuyos productos de traduccion tendrian presuntivamente dualidad de
actividades, tanto de sintesis y degradacion del di-GMPc, es de relevancia su
estudio y conocimiento para comprender la participacion que el di-GMPc tendria en
los diferentes mecanismos de interaccién bacteria-planta. Por lo que Gamboa-
Peréz, en 2014 inicio con el estudio de algunos genes, uno de ellos, el gen dgcD,
seleccionado por la particular arquitectura observada en los dominios que
constituyen la traduccion del gen. El estudio se inicid con la generacion de una
mutante por insercidén de un casete de resistencia a Kanamicina (dgcD::KmR) tanto
en A. brasilense Sp7, como en, A. brasilense Sp245. Mas tarde, se realizdé un
analisis fenotipico de ambas mutantes, comparandolas con las cepas silvestres
(Ramirez-Mendoza, 2016). Dicho andlisis mostré que la mutante de A. brasilense
Sp245 presentd una disminucion considerable en la formacién de biopelicula y un
ligero aumento en la movilidad con diversos quimioatractantes. Con la finalidad de
confirmar la contribucion del gen dgcD en el fenotipo observado, en el presente
trabajo se restaurd el fenotipo silvestre de A. brasilense Sp245 con un gen que
codifica para una proteina con ambas actividades diguanilato ciclasa (DGC) y
fosfodiesterasa (PDE), mediante la complementacion en frans de la cepa mutante
isogénica dgcD:KmR de A. brasilense Sp245 y con ello, analizar los fenotipos

resultantes.

27



5. JUSTIFICACION

En la actualidad se busca el desarrollo del campo con la implementacién de nuevas
técnicas que promuevan el crecimiento de los cultivos y a su vez reduzcan la
contaminacién del ambiente por el uso de fertilizantes y quimicos, se ha dado paso
al desarrollo y estudio de biofertilizantes, que emplean bacterias que se asocian a

la planta de manera benéfica.

Procesos importantes para la colonizacion exitosa de Azospirillum a la planta han
abierto una nueva linea de investigacion, la cual nos permitira elucidar y conocer a
fondo los mecanismos por los cuales estas bacterias interactuan con las plantas.
Para entender estos mecanismos, es necesario conocer la funcion del di-GMPc y la
manera en la que interviene en la regulacion de diversos procesos de la bacteria,
entre los cuales se encuentra la biosintesis de exopolisacaridos, la formacién de

biopelicula, y el control de la transicion de la movilidad de la bacteria al estado sésil.

Lo anterior explica el interés sobre el estudio fenotipico resultante de la regulacién
de los niveles de di-GMPc dados por la actividad de una diguanilato ciclasa (DGC)
o una fosfodiesterasa (PDE) presente en la proteina nombrada como DgcD.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General

Determinar el fenotipo de la cepa silvestre y complementada de AZOBR_100210.

6.2. Objetivos Particulares

1. Realizar un analisis bioinformatico del gen dgcD y su promotor.

2. Construir el césmido pVKPdgcD.

3. Determinar la movilidad y cuantificar la formacién de biopelicula y la

produccion de exopolisacaridos de las cepas A. brasilense Sp245,
mutante 12-A y dgcD::KmR(pVKPdgcD).
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7. ESQUEMA EXPERIMENTAL
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Material biolégico

Tabla 1. Material biologico utilizado en este trabajo.

Cepa

Descripcion

Referencia

Escherichia coli DH5a

F- endA1 ginV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96
deoR nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)
U169, hsdR17(r« mk*), A~

Hanahan, 1983

Escherichia coli S17.1

recA thi pro hdsR4 (r« mk*) (RP4-2T::M-
Km::Tn7) Tp" Sm" Apir

Simon et al. 1983

Escherichia coli S17.1

pRK2013 (KmR RK2-mob* RK2-tra*),
plasmido de transferencia para conjugacion
triparental, SmR, KmR

Figurski & Helinski,
1979

A. brasilense Sp245

Cepa silvestre aislada de la superficie estéril
de las raices de trigo, (Brasil)

Baldani et al. 1986

A. brasilense D-12A

Mutante dgeD::KmR de A. brasilense Sp245

Gamboa-Pérez,
2014

A. brasilense C-56A

A. brasilense D-12A (pVKPdgeD) KmR, TcR

Este trabajo

A. brasilense C-40A

A. brasilense D12-A (pVK100) KmR, TcR

Este trabajo

Tabla 2. Vectores empleados en este trabajo.

Plasmido Descripcion Referencia
PGEM-TEasy f1 ori, ori, AmpR lacZa, Promoter: T7, lac, SP6. Promega
pVK100 Contiene el sitio cos del fago A, unicos sitios de Knauf & Nester 1982

restriccion: (H) Hindlll (S) Sall (R) EcoRI (Hp)
Hpal (X) Xhol, TcR y KmR. De amplio rango de
hospedero.
pVKPdgcD Contiene insertado el gen dgcD con su presunto Este trabajo

promotor, interrumpiendo al gen de resistencia a
Km. TcR.




Tabla 3. Iniciadores usados en este trabajo.

Iniciador Secuencia 5’- 3’ Caracteristicas Referencia
Mutacion del gen
dgcD
4571RC GTGGCGGGGCGATGGGGAAGG Tm=69.7 °C,GC=76% Gamboa-
4571DC GCGGCTGGGTGCGGGACAAC Tm=66.2 °C, GC=75% Pérez, 2014
(3668 pb)

Complementacion

del gen dgcD
F-ORF210 AGAAAGCTTAGATCCTGGGCATGATCGAG Tm=61.3°C, Este trabajo

GC=55.3%,SR=Hindlll

Tm=66.3 °C,
R-ORF210 AGCCTCGAGAGAAGGCGTGGTGACCTTTC GC=58.6%,SR=Xnol
(3070 pb)

Secuenciacion
M13fwd GTAAAACGACGGCCAGT Tm= 60 °C, GC=53%
M13rev CAGGAAACAGCTATGAC Tm= 60 °C, GC=47%
Secuenciacion
R-Ce210 CAGGAACAGCTCCCGATTCT Tm= 56.9 °C, GC=55% Este trabajo
Secuenciacion
RC2-Ce210 CAGCAGATCCAGTTCCGTCT Tm= 56.8 °C, GC=55% Este trabajo

8.1.1. Condiciones de cultivo y cepas bacterianas

Se utilizaron 4 cepas de A. brasilense: la cepa silvestre de A. brasilense Sp245, la
cepa mutante D-12A de A. brasilense Sp245, la cepa complementada C-56A en el
gen dgcD vy la cepa control C-40A que contiene el cosmido que fue usado para
complementar (pVK100) introducido en la mutante dgeD::KmR (Tabla 1). Las cepas
se sembraron en los medios correspondientes al ensayo con su antibidtico de
seleccion. Mutante D-12A: Kanamicina (Km) 50ug/ml, C-56A: Km 50ug/ml y
Tetraciclina (Tc) 15ug/ml, C-40A: Km, 50ug/mly Tc a 15ug/ml. Las cuatro cepas
fueron sembradas en medio minimo K-Malato e incubadas durante 18h a 30 °C con
agitacion constante a 150 rpm. Transcurrido el tiempo, se observo su morfologia al
microscopio, células de forma vibroide y con movilidad en espiral, posteriormente
se resembraron en medio liquido Luria-Bertani Modificado (LB*, 10 mM NaCl, 10mM
MgCl2, 10mM CaCl.) incubadas también a 30 °C, 150 rpm durante 18h y en placas
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con medio Rojo Congo (RC), éstas se incubaron a 30 °C, después de 48 h de
incubacion, se observaron colonias redondas y de color rojo escarlata.

En el caso de las cepas de E. coli usadas (descritas en Tabla1), estas fueron
sembradas en medio liquido Luria-Bertani e incubadas a 37 °C a 150 rpm por 18
horas. E. coli DH5a. fue sembrada sin antibidtico y E. coli S17.1 con Estreptomicina
(Sm) 20ug/ml.

8.2. Técnicas de biologia molecular

8.2.1. Extraccion de DNA genémico (Sambrook & Russell, 2001)

Se sembraron en tubos con 5 ml de medio LB* con 1 o 2 colonias de un cultivo
proveniente de placas con RC y se incubaron 18h a 30 °C y 150 rpm. En tubo
eppendorf (1.5 ml) se concentraron de 3 a 5 ml del cultivo a 10,000 rpm por 3 min;
se decantd el medio restante y se obtiene el paquete celular. El paquete celular se
resuspendié con 500 pl de buffer TE, 30 ul de SDS 20% y 3 pl de pronasa E (10
mg/ml) y se incubd 1h a 37 °C. Se agregd 100 ul de NaCl 3M y 80 ul de una solucién
alcalina de CTAB al 10 % y se incubd a 65°C, 10 min. Posteriormente se agregaron
500 pl de una mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugd 5 min
a 12,000 rpm. Se transfirié la fase acuosa a otro tubo limpio y se repitié lo anterior,
agregando 500 pl de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y centrifugando 5 min a
12,000 rpm. Se volvié a transferir la fase acuosa a otro tubo eppendorf y se lavd
nuevamente con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). Una vez limpio el DNA, se
agregaron 1.5 volumenes de Etanol 100 %, y se incub6 a -80 °C por 15 min. Se
centrifugé a 10,000 rpm durante 15 min y se elimind el sobrenadante por
decantacion, cuidando no perder el DNA. Obtenido el DNA al fondo, se lavé con 800
ul de etanol al 70 % centrifugando a 10,000 rpm durante 10 min, 2 veces, se elimind
el etanol y se evaporo al colocar el tubo eppendorf con la tapa abierta, en un
termoblock a 37 °C por 5-10 min. Quedando unicamente el DNA al fondo del tubo,
se resuspendio en 30 yl de RNAsa (100 pg/ml) y se incubd a 37 °C por 30 min.
Finalmente se realiz6 una electroforesis con 3-5 pl de muestra de DNA para
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corroborar la calidad de la extraccion gendémica y el resto de la muestra se almacend
a-20 °C.

8.2.2. Extraccion de DNA plasmidico

Con 1 o 2 colonias tomadas de un cultivo en RC, se inoculé 5 ml de LB* y se incubd
por 18h a 30 °C en agitacion constante (150 rpm), del cultivo, se tomé de 3 a5 mly
se centrifugd a 10,000 rpm por 3 min; se decanto el sobrenadante y se obtuvo el
paquete celular en el fondo del tubo. Se resuspendio el paquete celular en 300 ul
de solucion de lisis alcalina | (Tris-HCI 10 mM (pH 8.0); EDTA 1 mM) y se agreg6
400 pl de solucidn de lisis alcalina Il (NaOH 200 mM; SDS 1%), se mezcld bieny se
coloco el tubo a -20 °C 10 min. Se agregaron 300 ul de solucién alcalina lll (Acetato
de potasio 3.0 M pH 5.5) fria, se mezclé6 y mantuvo a -20 °C por 15 min.
Posteriormente se centrifugd a 12,000 rpm, 15 min, y el sobrenadante se transfirid
a un nuevo tubo, se agregaron 200 pl de fenol y 200 pl de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1), mezclando bien y centrifugando por 5 min a 10,000 rpm. El
sobrenadante se colocé en otro tubo eppendorf y se agregé 400 pl de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se mezclé por inversion y se centrifugd a
10,000 rpm durante 5 min; este procedimiento se repitido hasta que la interfase era
clara. Posteriormente se separd el sobrenadante en un tubo eppedorf y se
agregaron 0.6 volumenes de isopropanol, se mezclo bien la solucion, invirtiendo el
tubo varias veces y se dejo precipitar por 10 min a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo, se centrifugd a 10,000 rpm durante 15 min y se recupero el
DNA. Se elimino el sobrenadante y el DNA que permanece al fondo del tubo, se
lavé, agregando 800 ul etanol al 70% y centrifugando 5 min a 10,000 rpm. Este paso
se repitio una vez mas. Se elimino por decantacion el etanol y, se evapor¢ al colocar
el tubo con la tapa abierta, en un termoblock a 37 °C de 5 a 10 min. Dejando
unicamente el DNA en el tubo, éste se resuspendi6 en 30 pl de RNAsa (100 pg/ml)
y se incubo 30 minutos a 37 °C. Finalmente se realizo la electroforesis con 3-5 pl de
muestra de DNA plasmidico, para comprobar la calidad de la extraccion y el resto
de muestra se almacené a -20 °C (Sambrook & Russell, 2001).
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8.2.3. Condiciones para la amplificaciéon del gen dgcD

Se llevo a cabo la amplificacion del gen dgeD usando los iniciadores 4571 DC y
4571 RC (Tabla 3) para la comprobacién de la mutacion. Bajo las condiciones
siguientes: DNA 2ng, dNTP’s 4 mM, DMSO 1.5X, iniciador delantero 0.5 pM,
iniciador reverso 0.5 pM, Taq Pol 0.5 U, Buffer 2.5 ul, MgCl2 1.2mM, H,O (7.3 pl)
(Figura 11).

72°C /-

S5min I
30seg :

Figura 11. Condiciones de PCR establecidas para la amplificaciéon del gen dgcD. Programa de
PCR empleado para la obtencion del amplificado del gen dgcD con los dos iniciadores 4571 DC y
4571 RC para la comprobacién de la mutacion (Gamboa-Pérez, 2014).
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8.2.4. Condiciones para la amplificaciéon del gen dgcD con su presunto

promotor.

La amplificacién del gen dgcD con su presunto promotor se llevé a cabo, usando los
iniciadores F-OR210 y R-ORF210 (Tabla 3), se estandarizé bajo las condiciones
siguientes: DNA 2ng, dNTP’s 4 mM, DMSO 1X, iniciador delantero 1.0 uM, iniciador
reverso 1.0 uM, Taq Pol 0.3 U, Buffer 2.0 ul, MgCl2 1.25mM, H,O (7.45 pl) (Figura

12).

Figura 12. Condiciones de PCR establecidas para la amplificacion del gen dgcD incluyendo el
promotor. Programa de PCR empleadas para la obtencion del amplificado del gen dgcD con su

presunto promotor, empleando los iniciadores F-ORF210 y R-ORF210.
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8.2.5. Construccion del co6smido pVKPdgcD

La complementaciéon de la mutante D-12A se realizé en trans, con el cosmido
pVKPdgcD. Se realizé un analisis bioinformatico para la busqueda de un probable
promotor y una vez identificado se disefaron iniciadores F-ORF210 y R-ORF210
que amplificaron tanto al gen dgcD como a su promotor dando un fragmento de
3,079 pb. El fragmento fue clonado en el vector de mantenimiento pGEM-T Easy
(Tabla 2) generando el plasmido pGEMPdgcD el cual fue incorporado en E. coli
DH50 mediante transformacion quimica. La seleccion fue en medio LB adicionado
con Ampicilina (100ug/ml) y X-Gal (50ug/ml) y a las posibles clonas que tienen el
plasmido, se les hizo extraccion plasmidica para comprobar su presencia mediante
corte con la enzima de restriccion Sall y PCR con los iniciadores F-ORF210 y R-
ORF210. Posteriormente el fragmento fue clonado en el vector pVK100 (Tabla 2),
dirigido a los sitios Xhol y Hindlll para obtener el cosmido pVKPdgcD el cual
mediante transformacioén quimica fue incorporado en E. coli S17.1. La seleccién fue
en medio LB adicionado con Tetraciclina (15ug/ml). La complementacién se obtuvo

por conjugacion triparental como se describe a continuacion.

8.3. Conjugacion bacteriana

Para realizar la conjugacion bacteriana triparental, se sembraron precultivos tanto
para la cepa receptora (Mutante D12-A de A. brasilense Sp245), la cepa donadora
[E. coli S17.1 (pVKPdgcD)] y la cepa ayudadora [E. coli S17.1 (pRK2013)]; en medio
LB modificado adicionado con el antibiético de seleccion e incubadas durante 18h
con agitacion a 150 rpm a 30°C las cepas de A. brasilense y a 37°C las cepas de E.
coli. A partir de los precultivos, en el caso de la cepa receptora, se sembraron 50 ul
en un tubo con 5ml de LB modificado sin antibidtico y se incubé a 30°C con agitacion
a 150 rpm hasta alcanzar una densidad 6ptica a 600 nm (DO) de 1.0 y, las cepas
donadora y ayudadora, se sembraron 15 ul de precultivo en un tubo con 1.5 ml de
medio LB modificado sin antibiotico y se incubaron a 37°C sin agitacion, hasta que
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alcanzaron una DOeoo de 0.6-0.8, de la cepa receptora se tomd 1 ml de cultivo y se
centrifugé a 7500 rpm durante 3 min, se decanto el sobrenadante y el paquete
celular se resuspendié con 100 pyl de medio LB modificado fresco. Posteriormente
en una placa con medio D, se inocul6 20 ul de la cepa receptora y se dejo absorber
por 10 min, sobre ésta se adiciond 10 pl de la cepa ayudadora y se dejo absorber
para finalmente inocular 10 ul de la cepa donadora. Esto se repitid en cinco puntos
de la placa. La placa se incubd durante 48 h a 30 °C, pasado este tiempo, se tomo
el crecimiento de los puntos de contacto entre las tres cepas en un tubo con 1 ml de
medio minimo con malato y se agité con vértex para disociar la asociacion
bacteriana. Se tomaron 100 pl del cultivo concentrado para diluirlo en 900 ul de
medio minimo K-malato (dilucion 10-"); después para la dilucién siguiente (10-?) se
tomaron 100 pl de la suspension 10" y se diluyé en 900 ul de medio minimo k-
malato, y asi sucesivamente hasta la dilucion 103. Se tomaron 100 pl del cultivo de
cada una, tanto del concentrado como de las diluciones para dispersarlos cada uno
en una placa de medio minimo con malato adicionado con Tc (15 ug/ml) y Km (50
ug/ml) e incubadas durante 24-48 horas a 30 °C. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se seleccionaron las transconjugantes obtenidas y se sembraron en
placas de medio minimo con malato y el antibiotico de seleccion, colocando una
cuadricula enumerada en la base de la placa. Se incubd a 30 °C por 24 h. Se dieron
2 pases consecutivos de medio minimo con malato y el antibidtico de seleccién para
la eliminacion de la cepa donadora, y posteriormente en medio Rojo Congo.
Finalmente se sembraron en medio minimo liquido con malato, para llevar a cabo
una extraccion genomica o plasmidica segun sea el caso y realizar la comprobacion
de la transconjugante por PCR y cortes con enzimas de restriccion en geles de

agarosa a la concentracion indicada.
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8.4. Ensayos fenotipicos

8.4.1. Ensayo de Biopelicula

Condiciones de crecimiento para de los ensayos de biopelicula: Las cepas fueron
sembradas en medio LB* para el precultivo y posteriormente sembrada en medio
Nfb (Nitrogen fixation biological) con una relacidon carbono/nitrogeno de 2,
empleando acido malico como fuente de carbono y nitrato de potasio (KNO3) como
fuente de nitrégeno (Arruebarrena Di Palma et al., 2013).

A partir de un cultivo previamente crecido durante 3 dias a 30 °C en placa de RC,
se inocularon 15 ml de medio de cultivo LB* contenidos en un matraz Erlenmeyer
de 50 ml, con 1 a 3 colonias de la cepa de Azospirillum a estudiar y se incubd a 30
°Cy 150 rpm, aproximadamente 16h. Hasta que el cultivo alcanzé la densidad optica
a 600nm (DO) de 1.1 a 1.4. Se tomé entonces, 1 ml de cultivo en un tubo eppendorf
y se centrifugd a 8,000 rpm durante 3 min, se decanto el sobrenadante y el paquete
celular que queda al fondo del tubo se resuspendié en buffer de fosfatos [(BF), 66
mM pH 6.8], se obtuvo una DOeoo 2.0. El volumen de BF en el que se debe

resuspender se calcula de la siguiente forma:

Volumen de BF para resuspender (ml) = DO del cultivo / DO 2

De la suspension DO de 2.0, se realizé una dilucién 1:100, se tomaron 90 pl y
agregaron a un tubo con 9 ml de medio Nfb (relacion C/N=2). Esos 9 ml se agitaron
con vortex y se colocaron 8 ml en una placa de cultivo celular (SARSTEDT 24 pozos)
distribuidos en 4 pozos con 2 ml cada uno. Esto ultimo se realizé por duplicado para
poder inocular dos placas, una que se uso para determinar la union de Cristal Violeta
(CV) ala biopelicula y la otra para hacer la determinacion de proteinas totales. Cada
placa fue inoculada con 2 cepas, cada cepa tiene 3 réplicas y 9 pseudoréplicas. Se
incub6é por 3 dias a 30 °C en condiciones estaticas y en camara humeda.
Transcurridos los 3 dias, se sacaron las placas de la incubadora y a una de ellas se
le agregaron 500 pl de CV al 0.5 % a cada pozo y se dejo por 40 min a temperatura
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ambiente. Posteriormente, el medio de cultivo se decanto y elimindé el CV no
adherido y se dejo secar sobre un papel absorbente durante 1 h. Se agregaron 2ml
de acido acético al 33 % y se resuspendié cuidadosamente para homogenizar la
biopelicula y extraer el CV. Para finalizar, se tomaron 200 ul de cada pozo y se
colocaron en una placa para medir al espectrofotometro a una longitud de onda de
595nm, en caso necesario, se realiz6 una dilucion para la lectura.

Nota: La biopelicula se normalizé al determinar las proteinas totales.

8.4.2. Ensayo de Movilidad

Se tomaron de 2 a 3 colonias de un cultivo previo en placa de RC, y se inocularon
a un tubo con 5 ml de LB* preparado a una concentracion de NaCl de 10 mM y se
incubo a 30°C y 150 rpm durante 18 h. Se tomd6 20 pl del cultivo para observarlo al
microscopio y después 20 yl mas, para inocular a 20 ml de LB* contenidos en un
matraz Erlenmeyer de 50 ml de capacidad y se incubd 18 h a 30 °C con agitacién a
150 rpm. Se midio la DOeoo, entre 0.5-0.6 con un nimero de UFC/ml de 7-9x10™.
El ensayo de movilidad, se realiz6 en el medio de cultivo, base K mas la fuente de
carbono a evaluar, preparado el mismo dia. Cuando el medio se atempero, se
complementdé. Se adicion6 en placas cuadradas que fueron previamente
esterilizadas con luz ultravioleta (UV) durante 20 min. Las placas se dejaron
ligeramente abiertas con el mechero encendido 5 min, se mantuvieron cerradas por
45 min.

El cultivo inicial fue diluido agregando de 250 a 350 pl en un matraz Erlenmeyer con
10 ml de LB* y entonces a partir de éste, se inocularon 5 pl del cultivo en la placa,
se dejo la placa abierta durante 5 min e incubd a 30 °C en condiciones estaticas y
en atmdésfera humeda durante 48 h.

Al final se realizaron UFCs del matraz donde se hizo la dilucién, para corroborar que
realmente se inoculé de 5 x10% a 10 UFCs de las cepas que se realizo el ensayo.
Pasando las 48 h, se midi6 el diametro del crecimiento quimiotactico.
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8.4.3. Cuantificacion de Exopolisacaridos

Se inocularon 15 ml de medio LB* contenido en un matraz Erlenmeyer con 1 a 3
colonias de la cepa de Azospirillum a estudiar, previamente sembrada en placa de
RC y se incubd por 18 h a 30 °C en agitacion constante, 150 rpm. El cultivo debe
alcanzar una DOeoo 1.1 a 1.4. En un tubo eppendorf, se alicuoté 1ml del cultivo y se
centrifuga 8,000 rpm durante 3 min, se decanto el sobrenadante y el paquete celular
se resuspendié en BF 66 mM en un volumen en donde se obtuvo una DO 2.0, de
esta suspension, se realizé una dilucion 1:100 con medio NFb (relacion C/N=2), en
tal caso se sembraron tubos con 3 ml y se incubaron en condiciones estaticas a 30
°C durante 3 dias.

Transcurridos los 3 dias, se recolectaron las células por centrifugacioén a 10,000 por
3 min y se lavé con 1ml de medio NFb. Luego se resuspendio el paquete celular en
1 ml de NFb mas Rojo Congo 40 ug/mL. (Se le agregan 40 pl de RC a 1mg/mL) y
se incubo a 30 °C en agitacion constante 150 rpm durante 2 h. Pasando las 2 h, se
recolectaron las células y expolisacaridos por centrifugacion a 13,000 rpm por 5
minutos y el sobrenadante se leyo al espectrofotdmetro a una longitud de onda de
490 nm.

Para calcular la concentracion de EPS que se unieron al RC se hizo una curva
estandar con las lecturas de una solucion de RC en NFb de 0 pl/mL hasta 40 pl/mL.
Nota: Tanto biopelicula como EPS se normalizan con la cantidad de proteinas
totales.

8.4.4. Determinacion de proteinas totales

A partir del ensayo de biopelicula, se tom¢ una alicuota del cultivo de 6 pozos, como
réplica, para la cuantificacion de proteinas totales por el método de Bradford
(Bradford Reagent BIO-RAD). El paquete celular se lavé 2 veces con buffer de
fosfatos [(BF) 10 mM] y al final se resuspendié en 1 ml del mismo. Se agregé 1 ml
de NaOH 1N y se calent6 a ebullicién por 5 min. Se dejé enfriar y se agregaron 2 ml
de HCI 0.5 M. Del volumen total final (4ml) se tomé 1 ml para posteriormente sonicar

41



la muestra a una amplitud de 60 Hertz, 5 pulsaciones durante 30 seg, y espacios de
30 seg de reposo, repitiendo el proceso 3 veces. Posteriormente, se diluyd 1:10 en
un volumen final de 150 pl, se adicion6 la misma cantidad de reactivo de Bradford,
y se cuantifico al espectrofotdmetro a una longitud de onda de 595 nm. Se calculo
la cantidad de proteinas totales a partir de la curva estandar de proteinas con
albumina sérica bovina (BSA) grado biologia molecular 1 mg/mL.

8.5. Diseio de iniciadores

Una vez que se identifico el presunto promotor del gen, se disefiaron iniciadores F-
ORF210 y R-ORF210 (Figura 13) los cuales cuentan cada uno, con un sitio de
restriccion en su secuencia (Tabla 3).

agaaagcttagatcctgggcatgatcgag ctttccagtggtgeggaagagagctecga

AZOBR_10020990 11|

1,481,086 pb 1,481,114 pb 1,484,136 pb 1,484,164 pb

F-ORF210 R-ORF210

AZOBR_100210 AZOBR_100211

1,480,650 pb

1,485.297 pb

481,156 pb 1,481,281 pb 1,484.128 pb

gcgttctcgcacgcgaagggcgattgecggaaatatttatacg |
cttttegcacggccgecattctggttaaggtctaccggegege

1,481,200 pb -35 1,481,205 pb 1,481,220 pb -10 1,481,228 pb

gtcgtttcecctecggtgggtteccgggagggeggtgggeggce

Figura 13. Esquema que muestra la ubicacion del promotor y los iniciadores disefiados. En
la parte inferior la ubicacién de las cajas -10 y -35. En la parte superior, ubicacion de los iniciadores
delantero y reverso nombrados como F-ORF210 y R-ORF210, respectivamente.
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9. RESULTADOS

9.1. Analisis bioinformatico de la proteina DgcD

El gen dgcD se ubica en el cromosoma bacteriano de A. brasilense Sp245
identificado como WP_014240087. Cuenta con 2,841 pb que codifican para una
proteina con 946 aminoacidos; los cuales constituyen diferentes dominios
identificados mediante el programa SMART (Figura 14).

—~ @ASE ] - E,B @GGDEF | ED

Figura 14. Representacion esquematica de los dominios de la proteina DgcD. Se empled el
programa SMART protein que predice que la proteina incluye cuantro dominios: CHASE
(Cyclases/Histidine kinases, un dominio PAS (Per- Arnt-Sim) y los dominios GGDEF y EAL.

Debido a que se reporta que el dominio CHASE se ubica por lo general flanqueado
entre dos regiones transmembranales (TMD), se realiz6é un analisis en el programa

Phobius para localizarlas (Figura 15).
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Phobius posterior probabilities for dgcD

T T T T

Posterior label probability

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

transmembrane cytoplasmic non cytoplasmic = sjisnal peptice s

Figura 15. Analisis de la proteina DgcD con la herramienta Phobius. El programa predice los
dominios transmembranales contenidos en la secuencia proteica del gen dgcD, indicados en la
imagen como picos de color gris y marcados en recuadros negros.

Mediante analisis bioinformatico, se verific6 ademas de los dominios, la localizacion
y tamafio de los dominios que conforman al gen dgcD. Dicho gen, codifica para una
de las diez proteinas hibridas encontradas en A. brasilense Sp245 (Tabla 4, Figura
16).
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Confidently predicted domains, repeats, motifs and features:

Name Start & End E-value
low complexity 46 61 N/A
CHASE 108 296 3.14e-35
low complexity 339 362 N/A

PAS 382 445 0.264
GGDEF 492 664 1.8e-67
EAL 674 920 9.19e-115

Click on a row to highlight the feature in the diagram above. Click the feature name for more information.

Tabla 4. Resultados del programa SMART protein de los dominios conservados de la proteina
DgcD. Se indica donde inicia y donde termina cada uno de los dominios y el e-value de cada
secuencia.

MGALEGRRSGVTGSFGTAMQRSSSPDPIDLAPSGSAADSVAVPKRLPLLALLAALLLTALA
WHDTRORVAADAESRFALRVEELHRRFENQIQVYVQOVTRSAAALFTAYPEVKRTEWNREVD
GLHLAERFPGITAVAFARVADOWTSPELVTEARMDGLRNFRIWPESTGPVRLVTLYAAPVN
ERTLRTLGYDLLSEPVRRAAAEQARDSGEPAVTRAVALRLDEGEASPPAFIVFQAVYRDGL
SPATQERRRATFAGLVMTPIHVAPLAESVEGRMNDIAATVFEGRREFPLYRSRPEPSEQPL
LTASRDVTLGSRVWSVQYESRPSFEDAVDSWKPTLVLATGLSLSVLLSTLLWALAATRDRA
LVIARRITTSLRRRETELDLLENQAPLGIALIGPDAKITDCNPAFARAVGVGRDGLIGIDT
KLRAQDPAVIAATIDAATAGESVRLEVDRLLLAGGRHSHFSTLHLOPVSTPGDPPEFVMAFVED
IGDKRRAEQHTHYLAHYDPLTGLPNRVLLEFDRIAQAARQARRDGGKVAVLEFIDLDHFKVIN
DSLGHSFGDEVLRSVARRLHGGMRPTDTVGRLGGDEFLIVVPAIQKAAEAAAVAEKVLAQL
AAPFATGGRNEFVVSPSIGISLEFPDDAEDAEGLIRCADIAMYNAKDAGRNAYREVTREMGAR
SRERLDLEAALRRALONRELFLVYQPQLRISDDLVVGVEALLRWRHPEAGLIMPNRFLPVA
EETGLIQPIGDWVLDEVCAQIGRWRDQIGLAVPVAVNVSAQQFRDGOLPAKVAAALDRNGL
QGWELETEVTEGTLIDDIPSATATLRALKOQRGCLIALDDEFGTGYSSLNYLHRFPIDKLKID
RSFIHDLEQDGAGDSIPRAIVGLGRSLGLSVVAEGVETEAQLQLLRSLKCESFQGYLESRP
VLAEELEPTLALRAARGHHASKVEPMARAPV

Figura 16. Secuencia de aminoacidos de la proteina de DgcD y nimero de residuos de amino
acidos de cada dominio. Se representa con colores cada dominio de la proteina. Dominios TMD
de 16 y 24 a. a. (letras en color anaranjado), dominio CHASE de 189 a. a. (letras en azul), dominio
PAS de 64 a. a. (letras en rosa), dominio GGDEF de 173 a. a. (letras en verde), dominio EAL de 247
a. a. (letras en color morado).
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9.2. Alineamientos

9.2.1. Alineamiento de dominios probables DGCs de genomas de

aeruginosa PAO1.

Azospirillum con PleD de C. crescentus CB15 y WspR de P.

El programa clustal omega permitio alinear el dominio DGC de la proteina DgcD con

proteinas de otras especies de Azospirillum que poseen este mismo dominio como
A. brasilense Sp7 (WP_051140186), A. brasilense Az39 (WP_063922630), A.
lipoferum 4B (WP_014250090), A. humicireducens SgZ-5 (WP_063635905), A.
thiophilum BV-S (WP_045584990) y Azospirillum sp. B510 (BAI76528). A su vez, se

compard con dominios de proteinas cristalizadas y reportadas funcionales como

PleD de C. crescentus CB15 y WspR de P. aeruginosa PAO1. Este alineamiento

nos permite identificar si los sitios importantes para su funcion se encuentran

conservados en comparacion con los dominios de referencia (Figura 17).

WspR

PleD
BAI76528

WP_ 045584990
WP_014250090
WP_063635905
WP_063922630
dgcD
WP_051140186

SNRRHFDEYLEMEWRRSLREQSQLSLLMIBVIDYIRISY|
HNRRYMTGQLDSLVKRATLGGDPVSALLIBINFIFNKT
PNRVLLYDRIAQALREARRDGTKVAVLF IDLINRIFNI T
PNRVLLYDRIAQALREARRDGSKLAVLF I|NLINR! I
PNRVLLFDRIAQALREARREGSKVAVLF INLINR! I
PNRVLLFDRIAQALREARREGSKVAVLF INLINR! I
PNRVLLFDRIAQAAREARRDGARVAVLF IDLINRIFNI T
PNRVLLFDRIAQAARQARRDGGKVAVLF I|pLbIH I
PNRVLLFDRIAQAARETRRDGGKVAVLF I|NLIYR] I
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WspR VLPGTSPG-GARLLAEKVRRTVESLQISHDQPRPGSHLTVSI 139
PleD IMPDTALA-DALRIAERIRMHVSGSPFTVAHGREMLNVTISI 145
BAI76528 DSINTVGRLEEGNAIT. TVLRRVTEPADAARVAEKVVA-HLASPFPVG--GQSFVVTPSI 136
WP 045584990 ESPTVGRLEENHIT, TVARRVTEPGDAARVAEKVVA-HLASPFTVG--GONFVVTPSI 136
WP_014250090 ESPTVGRLEENHIT. TVLRRVIEPEDAARVAEKVVA-HLASPFTVG--GONFVVTPSI 136
WP_063635905 ESPITVGRLEENHIT. TVLRRVTEPEDAARVAEKVVA-HLASPFTVG--GONFVVTPSI 136
WP_063922630 NPSINTVGRLEEGNHIT, TVVPNIETPGVAAAVAEKVMA-QLAAPFTIG--GRNFVVSPSI 176
dgcD NPTINTVGRLEEGDHIT, TVVPAIQKAAEAAAVAEKVLA-QLAAPFAIG--GRNFVVSPSI 136
WP_051140186 'PTDTVGRLGGDEFLIVVPAIRKPEEAAAVAERVLA QOLAAPFAIG--GRNFVVSPSI 136

R . 2 HEERAS

Figura 17. Alineamiento mediante el programa clustal omega del dominio DGC de la proteina
DgcD. Dominios de proteinas de diferentes genomas de Azospirillum. Similar a la proteina DgcD y
PleD de C. crescentus CB15 y WspR de P. aeruginosa PAO1. Se resaltan en color los aminoacidos
importantes para la funcion DGC. Sitio activo 1 en fondo azul, sitio activo 3 en fondo gris y el sitio |
en fondo verde. El alineamiento fue realizado en Clustal omega. En la parte inferior de algunos sitios
un diagrama Weblogo muestra la conservacion de cada aminoacido en su posicion especifica.

9.2.2 Alineamiento de dominios probables PDEs de genomas de
Azospirillum con RocR de P. aeruginosa PAO1.

Se alined el dominio PDE de la proteina DgcD con proteinas de Azospirillum que
poseen este mismo dominio y, a su vez, con el dominio de la proteina cristalizada
RocR de P. aeruginosa PAO1. Este alineamiento nos permite identificar si los sitios
importantes para su funciéon se encuentran conservados en comparacion con el

dominio de referencia (Figura 18).

RocR AELPSVADVVRGLDNGEFEAYY{@PKVALDGGGLIGAIAYR
dgcD ERLDLEAALRRALONRELFLVY{@PQLRISDDLVVGVIHNRLIN
WP_051140186 ERLDLEAALRRALQONRELFLVY{@PQLRISDDLVVGV}#HNHLIXN
WP_063922630 ERLDLEAALRRALQONRELFLVY{@PQLRISDDLVVGV}#HNHLIXN
BAI76528 ERMDLEGSLRRAIREGQLFLVY@PQVDTLTGRIVGLIHNMTIN
WP_045584990 ERMDLEGSLRRAIREGELFLVY@PQVDTLTGRIVGLIHNHTIN
WP_014250090 ERMDLEGSLRDAIREGQLFLVY@PQVDTLTGRIVGLIFNITINWRHPEEGLILPGRFLPVAE 60
WP_063635905 ERMDLEGSLRKAIREGQLFLVYQPQVDTLTGRIVGLEALIR RHPEEGLIMPGRFLPVAE 60

*kkg s Jsek Kk Kk kk _kk_ ok g Kk skk Kk %

HPHLGVLPPSHFLYVME 60
RHPEAGLIMPNRFLPVAE 60
RHPEAGLIMPNRFLPVAE 60
RHPEAGLIMPNRFLPVAE 60
RHPEEGLILPGRFLPVAE 60
RHPEEGTVLPGRFLPVAE 60
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dgcD

WP 051140186
WP 063922630
BAI76528

WP_ 045584990
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WP_063635905
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WP 063922630
BAI76528
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WP 014250090
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WP_ 051140186
WP 063922630
BAI76528
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WP 014250090
WP_063635905
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SGPELEIAVTESSLIDDVEAAAETLAALKRRGVLIALDPIEANEFINSYT HRLP I DKLINT
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Figura 18. Alineamiento del dominio PDE de la proteina DgcD. Dominios de proteinas de
genomas de Azospirillum. Similar a la proteina DgcD y comparandola con el dominio de la proteina
RocR de P. aeruginosa PAO1. Se resaltan en color los aminoacidos importantes para la funcion
fosfodiesterasa. Sitio de union a GMP en color vino, sitios de unién a metal en fondo gris, el lazo 6
en fondo morado y sitio de unién a agua en fondo azul. El alineamiento fue realizado en Clustal
omega. En la parte inferior de cada residuo conservado un Weblogo muestra la conservacion de
cada aminoacido formando parte del sitio.
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9.3. Prediccion de promotor del gen dgcD

Para poder hacer la complementacion del gen dgcD con su propio promotor, primero

se llevd a cabo la prediccion de dicho promotor con ayuda de programas
bioinformaticos: DOOR, FBGENES y BPROM de softberry. Las siguientes

imagenes muestran que el gen dgcD es una unidad transcripcional independiente

(Figuras 19y 20).

Prediction of potential genes in microbial genomes
Time: Tue Jan 1 00:00:00 2005

Seq name: PcdgD

Length of sequence - 6135 bp

Number of predicted genes - 4

Number of transcription units - 2, operons - 1
N Tu/Op Conserved S Start
pairs(N/Pv)
1 1op 1 . + cDS 1 -
2 1 0p 2 + CDS 964 -
3 1 0p 3 + CDS 2658 -
4 2 Tu 1 + CDS 3289 -

End

885
2571
3164
6129

Score

536
1046
351
1789

Figura 19. Informacion sobre el promotor del gen dgcD obtenida del programa softberry. Se
indica que los genes que se encuentran rio arriba al gen en estudio probablemente forman parte de
un operoén, sin en cambio, el gen de interés se muestra como un gen independiente con su propio

promotor.

>PcdgD

Length of sequence- 305

Threshold for promoters - 0.20

Number of predicted promoters - 1
Promoter Pos: 193 LDF- 2.03

-10 box at pos. 178 GGTTAAGGT Score 43
-35 box at pos. 158 TTTTCG Score 28

Oligonucleotides from known TF binding sites:

For promoter at 193:

rpoD15: TTTTCGCA at position 158 Score -

Figura 20. Prediccion de cajas en el programa softberry. Se encuentra que este promotor cuenta
con cajas -10 y -35, siendo los nucledtidos de estas regiones los principales puntos de contacto

entre la enzima polimerasa y el DNA.
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Una vez disefiados los iniciadores F-ORF210 y R-ORF210 (Tabla 3, Figura 13) se
realiz6 un PCR a partir de DNA gendmico de A. brasilense Sp245 obteniendo un
amplificado de 3,079 pb (Figura 21).

=3

10000 | -
6000 [ .

4000 -

3000 | . S

2500 -
2000

1500 R

1000 | -

Figura 21. Corrimiento electroforético de producto de amplificacion del gen dgcD y su
promotor. PCR usando los iniciadores F-ORF210 y R-ORF210 para la amplificacion del gen dgcD
y promotor. Carril 1: Marcador de peso molecular, carril 2: amplificado de 3,079 pb a partir de DNA
gendémico de la cepa silvestre A. brasilense Sp245.

9.4. Analisis de la mutante 12-A

Previo a realizar la complementacion se verificd la mutante 12-A (Gamboa-Pérez,
2014), la cual tiene una insercién de un casete de Kanamicina (Km) en el gen dgcD
interrumpiendo el marco de lectura del mismo (Figura 22). La mutante 12-A y la
cepa silvestre de A. brasilense Sp245 fueron verificadas por PCR a partir de DNA
genomico usando los iniciadores 4571RC y 4571DC, esperando un amplificado de
mayor tamano en la cepa mutante de 4,868 pb, debido a la insercion del casete de
Km (1.2 Kb) y de 3,668 pb para la cepa silvestre (Figura 23).
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Eco47IlII:| Cfr9]:|

.CGCTTCGTGGACGGGCTGCACCTCGCGGAGCGCTTCCCGGGCATCACCGCCGTCGCCTTCGCACG

iGCGAAGCACCTGCCCGACGTGGAGCGCCTCGCGAAGGGCCCGTAGTGGCGGCAGCGGAAGCGTGC

120 ! L 125 | ! L , 130 . L L, 135 L L , 140
Arg Phe Val Asp Gly Leu His Leu Ala Glu Arg Phe Bld{el| Gly Ile Thr Ala Val Ala Phe Ala Arg

Figura 22. Secuencia del sitio de insercién. Se indica el casete de Km interrumpiendo el marco
de lectura en el aminoacido Prolina del dominio CHASE.
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Figura 23. Corrimiento electroforético de producto de PCR de la mutante 12-A. Usando DNA
genomico de ambas cepas: A. brasilense Sp245 y la mutante 12-A, y los iniciadores 4571RC y
4571DC. Carril 1: Marcador de peso molecular, carril 2: amplificado de 3668 pb de la cepa silvestre
A. brasilense Sp245, carril 3: amplificado de 4868 pb de la mutante 12-A aumentando 1.2 kb en
comparacioén con el amplificado de la cepa silvestre, por el casete de Km.
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9.5. Construccion del plasmido pGEMPdgcD

El amplificado que incluye al gen dgecD con su promotor se cloné en el vector pPGEM-
TEasy y se transformd en células competentes de E. coli DH5a. Las colonias
obtenidas se seleccionaron por resistencia a Ap (100pg/mL) y con el DNA
plasmidico, se comprobo la construccion pGEMPdgcD mediante PCR usando los
iniciadores F-ORF210 y R-ORF210 (Figura 25A) y mediante restriccion utilizando la
enzima Sall generando dos fragmentos, de 4477 pb y 1618 pb (Figura 24 y 25B).
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Figura 24. Mapa de la insercion del gen dgcD con su promotor en el vector pGEM-TEasy.
Imagen que muestra los sitios de corte de la enzima Sall en el plasmido construido pGEMPdgcD.
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Figura 25. Verificacion de la clonacion del gen en el vector pGEM-Teasy. A) Amplificado de
3,079 pb usando los iniciadores F-ORF210 y R-ORF210 a partir de DNA plasmidico de clonas 5, 8
y 15 de E. coli DH5a transformadas con el plasmido pGEMPdgcD. B) Patron de restriccion de
pGEMPdgcD proveniente de las mismas clonas con la enzima Sall obteniendo fragmentos de 4,477
pby 1,618 pb.

9.5.1. Secuenciacion

Una vez construido el plasmido pGEMPdgcD se procedid a realizar la
secuenciacion. Esta se inici6 a partir de los iniciadores M13 fwd y M13 rev, seguido
de un caminado con ayuda de dos iniciadores mas para finalizar la secuenciacion
(Tabla 3). Se realizé un alineamiento de proteinas para determinar la conservacion
de los sitios importantes para la actividad de cada dominio. Se encontré dos
cambios de aminoacidos en la proteina secuenciada, uno en el dominio PAS en
donde hay un cambio de una treonina por alanina, y el segundo, al inicio del dominio
GGDEF en donde el glutamico cambi6 por lisina, sin embargo, a pesar de estos
cambios, el sitio activo se encuentra completo y sin cambios para llevar a cabo su

funcién. (Figura 26).
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dgcD MGALEGRRSGVTGSFGTAMQRSSSPDPIDLAPSGSAADSVAVPKRLPLLALLAALLLTAL 60

dgcDsec MGALEGRRSGVTGSEFGTAMQRSSSPDPIDLAPSGSAADSVAVPKRLPLLALLAALLLTAL 60
Kk Kk kK ok Kk ko ok kK ok ok ko ok ko ok kK ok ok ko ok ko ok kK ok ok ok ok ok ko ok ko ok ok ok ok ok ok ok ko ok k ok ok ok ok ok

dgcD AWHDTRQRVAADAESRFALRVEELHRREFENQIQVYVQVTRSAAALFTAYPEVKRTEWNRE 120

dgcDsec AWHDTRQRVAADAESRFALRVEELHRREFENQIQVYVQVTRSAAALFTAYPEVKRTEWNRE 120
Kk Kk kK ok Kk ko ok kK ok ok ko ok ko ok kK ok ok ko ok ko ok kK ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok k ok ok ok K ok

dgcD VDGLHLAERFPGITAVAFARVADOQWTSPELVTEARMDGLRNFRIWPESTGPVRLVTLYAA 180

dgcDsec VDGLHLAERFPGITAVAFARVADOQWTSPELVTEARMDGLRNFRIWPESTGPVRLVTLYAA 180
Kk Kk kK ok Kk ko ok kK ok ok ko ok ko ok kK ok ok ko ok ko ok kK ok ok ok ok ok ko ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok k ok ok ok kK

dgcD PVNERTLRTLGYDLLSEPVRRAAAEQARDSGEPAVTRAVALRLDEGEASPPAFIVFQAVY 240

dgcDsec PVNERTLRTLGYDLLSEPVRRAAAEQARDSGEPAVTRAVALRLDEGEASPPAFIVFQAVY 240
Kk Kk kK ok Kk ko ok kK ok ok ko k ko ok kK ok ok ko ok ko ok kK ok ok ok ok ok ko ok ko ok k ok ok ok ok ok ko ok k ok ok ok K ok

dgcD RDGLSPATQERRRATFAGLVMTPIHVAPLAESVFGRMNDIAATVFEGRREFPLYRSRPEP 300

dgcDsec RDGLSPATQERRRATFAGLVMTPIHVAPLAESVFGRMNDIAATVFEGRREFPLYRSRPEP 300
Kk Kk kK ok Kk ko ok kK ok ok K ok ok ko ok kK ok ok ko ok ko ok kK ok ok ok ok ok ko ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok k ok ok ok K ok

dgcD SEQPLLTASRDVTLGSRVWSVQYESRPSFEDAVDSWKPTLVLATGLSLSVLLSTLLWALA 360

dgcDsec SEQPLLTASRDVTLGSRVWSVQYESRPSFEDAVDSWKPTLVLATGLSLSVLLSTLLWALA 360
Kk Kk kK ok Kk ko ok kK ok ok ko ok ko ok kK ok ok ok ok ok ko ok kK ok ok ok ok ok ko ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok k ok ok ok kK

dgcD ATRDRALVIARRITTSLRRRETELDLLENQAPLGIALIGPDAKITDCNPAFARINVVGVGRD 420

dgcDsec ATRDRALVIARRITTSLRRRETELDLLENQAPLGIALIGPDAKITDCNPAFARIVGVGRD 420
B R R R I ]

dgcD GLIGIDTKLRAQDPAVIAAIDAAIAGESVRLEVDRLLLAGGRHSHEFSLHLQPVSTPGDPP 480

dgcDsec GLIGIDTKLRAQDPAVIAAIDAAIAGESVRLEVDRLLLAGGRHSHEFSLHLQPVSTPGDPP 480
Kk Kk kK ok Kk ok ok Kk ok ok ok ok ko ok ko ok ko k ko ok kK ok ok kK ok ok ok ko ok kK ok ok kK ko ok k ok ok ok ok ok

dgcD FVMAFVEDIGDKRRARMOHIHYLAHYDPLTGLPNRVLLEDRIAQAARQARRDGGKVAVLET 540

dgcDsec FVMAFVEDIGDKRRAIMOHTIHYLAHYDPLTGLPNRVLLEDRIAQAARQARRDGGKVAVLET 540
Kk Kk K kK KK K sk ok kK kK R R Kk ok kK ok kR Rk R K R Kk ok ok ok kK R K Rk Kk ok ok ok

dgcD DLDHFKVINDSLGHSFGDEVLRSVARRLHGGMRPTDTVGRLGGDEFLIVVPAIQKAAEAA 600

dgcDsec DLDHFKVINDSLGHSFGDEVLRSVARRLHGGMRPTDTVGRLGGDEFLIVVPAIQKAAEAA 600
Kk Kk kK ok Kk ko ok kK ok ok ko ok ko ok kK ok ok ko ok ko ok kK ok ok ok ok ok ko ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok k ok ok ok K ok

dgcD AVAEKVLAQLAAPFAIGGRNFVVSPSIGISLFPDDAEDAEGLIRCADIAMYNAKDAGRNA 660

dgcDsec AVAEKVLAQLAAPFAIGGRNFVVSPSIGISLFPDDAEDAEGLIRCADIAMYNAKDAGRNA 660
Kk Kk kK ok k ko ok kK ok ok ok ok ko ok ko ok ok k ko ok ko ko ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ko k ko ok k ok ok ok ok ok

dgcD YREVTREMGARSRERLDLEAALRRALONRELFLVYQPQLRISDDLVVGVEALLRWRHPEA 720

dgcDsec YREVTREMGARSRERLDLEAALRRALONRELFLVYQPQLRISDDLVVGVEALLRWRHPEA 720
Kk Kk kK ok Kk ok ok Kk ok ok ok k ko ok Kk k ok ok k ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok k ko ok Kk k ko k ko ok ok ok ok k

dgcD GLIMPNRFLPVAEETGLIQPIGDWVLDEVCAQIGRWRDQIGLAVPVAVNVSAQQFRDGQOL 780

dgcDsec GLIMPNRFLPVAEETGLIQPIGDWVLDEVCAQIGRWRDQIGLAVPVAVNVSAQQFRDGQOL 780
Kk Kk kK ok Kk ko ok kK ok ok ko ok ko ok kK ok ok ko ok ko ok kK ok ok ok ok ok ko ok ko ok ok ok ok ok ok k ok ok k ok ok ok kK

dgcD PAKVAAALDRNGLOQGWELEIEVTEGTLIDDIPSATATLRALKQRGCLIALDDFGTGYSSL 840

dgcDsec PAKVAAALDRNGLOGWELEIEVTEGTLIDDIPSATIATLRALKQRGCLIALDDFGTGYSSL 840
Kk Kk kK ok Kk ko ok kK ok ok ko ok ko ok kK ok ok ko ok ko ok kK ok ok ok ok ok ko ok ko ok ok ok ok ok ok k ok ok k ok ok ok kK

dgcD NYLHRFPIDKLKIDRSFIHDLEQDGAGDSIPRAIVGLGRSLGLSVVAEGVETEAQLQLLR 900

dgcDsec NYLHRFPIDKLKIDRSFIHDLEQDGAGDSIPRAIVGLGRSLGLSVVAEGVETEAQLQLLR 900
Kk Kk kK ok Kk ko ok kK ok ok ko ok ko ok kK ok ok ko ok ko ok kK ok ok ok ok ok ko ok ko ok ok ok ok ok ok k ok ok k ok ok ok ok ok

dgcD SLKCESFQGYLFSRPVLAEELEPILALRAARGHHASKVEPMARAPV 946

dgcDsec SLKCESFQGYLFSRPVLAEELEPILALRAARGHHASKVEPMARAPV 946

KA KA AR A AR AR A A KA AR AR AR A A AR AR AR AR AA AR A AR AR AR Rk K,k

Figura 26. Alineamiento de la proteina secuenciada con el programa clustal omega. Se
representa con colores cada dominio de la proteina. Dominios TMD (letras color anaranjado),
dominio CHASE (letras color azul), dominio PAS (letras color rosa), dominio GGDEF (letras color
verde), dominio EAL (letras en color morado). En letras blancas y fondo rosa, los cambios de
aminoécidos encontrados.
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9.6. Construccion del cé6smido pVKPdgcD

Para complementar la mutante 12-A se hara la construccién del césmido pVKPdgcD
usando al vector pVK100 el cual es de amplio rango de hospedero, reportado como
estable en Azospirillum. Cuenta con sitios de restriccion unicos y marcadores de
resistencia a kanamicina y tetraciclina que permiten su seleccion y analisis después

de la clonacion (Figura 27).

Sss

Figura 27. Mapa del vector pVK100. Contiene el sitio cos del fago A. Sitios de restriccion unicos:
(H) Hindlll (S) Sall (R) EcoRI (Hp) Hpal (X) Xhol. Los numeros indican kbs. Codifica la resistencia
Tc y Km (Knauf & Nester, 1982).

Con la construccion pGEMPdgcD, se procedid a realizar la subclonacién en el
césmido pVKPdgcD, para lo cual se digiri6 a ambos vectores, pGEMPdgcD y
pVK100 con las enzimas Xhol y Hindlll para posteriormente ligar y al final
transformar en células competentes de E. coli DH5a. Al ligarse el fragmento PdgcD
en el vector pVK100 se interrumpid el casete de resistencia a Km por lo que las

clonas seleccionadas fueron aquellas resistentes en medio de cultivo con Tc
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(15ug/ml) y sensibles en Ap (100ug/ml) y Km (50ug/ml). La construccion fue

comprobada mediante PCR (Figura 28A) y cortes con enzimas de restriccion
obteniendo fragmentos de 17,500 pb, 5,227 pb y 3,052 pb (Figura 28B) a partir de

DNA plasmidico.

5,227 bp

Sall s 8,279 bp
HindIIl H 6,779 bp_

—  sans / 17,500 bp
PdgcD

25,779 'eev

Hpal Hp 1.3

— EcoRI R 0.0

Figura 28. Verificacion de la clonacion del gen dgcD en el cosmido pVK100. A) Amplificado de
3,079 pb usando los iniciadores F-ORF210 y R-ORF210. Carril 1: Marcador de peso molecular; carril
2: A. brasilense Sp145; carril 3-6: clonas de E. coli DH5a (pVKPdgcD). B) Patrén de restriccion de
pVKPdgcD con las enzimas Sall y EcoRI. Carril 1: pVK100 sin digerir; carril 2: marcador de peso
molecular; carril 3: pVK100 vacio con fragmentos de 17,500 pb y 5,500 pb; carril 4 y 5: clonas de E.
coli DH5a (pVKPdgcD) con fragmentos de 17,500 pb, 5,227 pb y 3,052 pb.
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Comprobada la construccién en E. coli DH5q, el siguiente paso fue la transformacion
de esta construccion pVKPdgcD en células competentes de E. coli S17.1
comprobandola también con PCR y restriccion (Anexo Figura 31) para después

llevar a cabo la conjugacion con la mutante 12-A.

9.7. Complementacion de la mutante 12-A

Obtenida la construccion, se hizo conjugacion triparental para una complementacion
en trans de la mutante 12-A. Las transconjugantes obtenidas fueron seleccionadas
mediante la resistencia a Tc (15ug)/ml) y Km (50ug)/ml) debido a que en el fondo
genético de la mutante se encuentra la insercion del casete de resistencia a Km.
Luego de lo anterior, se comprobo la complementacion mediante PCR tanto de DNA
plasmidico (Figura 29A) como de DNA gendmico (Figura 30) y cortes con enzimas
de restriccion de DNA plasmidico (Figura 29B).

3,052 bp

Sall s 52798

17,500 bp

—_—

5,227 y\g 25,779 bp_
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Figura 29. Comprobacion del cosmido pVKPdgcD. A) Amplificado de 3,079 pb usando los
iniciadores F-ORF210 y R-ORF210. Carril 1: Marcador de peso molecular; carril 2: DNA plasmidico
de E. coli DH5a (pVKPdgcD); carril 3: pVK100 vacio; carril 4-6: transconjugantes de la Mutante A-12
(pPVKPdgcD). B) Patron de restriccion de pVKPdgeD con las enzimas Sall y EcoRlI. Carril 1: pVK100
sin digerir; carril 2: marcador de peso molecular; carril 3: pVK100 vacio con fragmentos de 17,500
pb y 5,500 pb; carril 4 y 5: transconjugantes de la mutante 12-A(pVKPdgcD) con fragmentos de
17,500 pb, 5,227 pb y 3,052 pb.

Se eligié una de las transconjugantes 12-A (pVKPdgcD) denominada como C56-A
para comprobar su fondo genético (Figura 30) y con ella, continuar los ensayos

fenotipicos.
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4571RC)< 4,726 pb >(R-ORF210

AZOBR_
100209 Km AZOBR_100210 I AZOBR_100211

F-ORF210)< 4,421 pb >(4571 DC

4571RC)< 3,526 pb >(R-ORF210
AZOBR
100209 AZOBR 100210

F-ORF210)< 3,221 pb >(4571DC

Figura 30. Comprobacion del fondo genético de la complementacion. A) Amplificado de 3,221
pb de la cepa A. brasilense Sp245 y 4,421 pb de las cepas mutante 12-A y C56-A, usando los
iniciadores F-ORF210y 4571DC. Carril 1: Marcador de peso molecular; carril 2: A. brasilense Sp245;
carril 3: mutante 12-A; carril 4: C56-A. B) Amplificado de 3,526 pb de la cepa A. brasilense Sp245 y
4,726 pb de la cepas mutante 12-A y C56-A, usando los iniciadores 4571RC y R-ORF210. Carril 1:
Marcador de peso molecular; carril 2: A. brasilense Sp245; carril 3: mutante 12-A,; carril 4: C56-A (lo
marcado con azul ponerlo en el texto pues asi como esta la redaccién no es clara).

Se realizd también la conjugacion entre E. coli S17.1 (pVK100) y la mutante 12-A
para usarlo como control (Anexo Figura 32 y 33).
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9.8. Ensayos fenotipicos

9.8.1. Determinacién de la formacion de Biopelicula

Se realiz6 primero ensayos de formacion de biopelicula por el método de Cristal
Violeta con KNO3 como fuente de nitrégeno usando las cuatro cepas: A. brasilense
Sp245, muntate 12-A, C56-A y C40-A (Anexo Figura 34). Se observd una
disminucién en la cantidad de biopelicula formada en la mutante 12-A y en la cepa
C40-A en comparacion con la cepa silvestre y la biopelicula de la cepa C56-A ésta

es similar y estadisticamente significativa a A. brasilense Sp245, (Grafica 1).
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Grafica 1. Cuantificacion de formacion de Biopelicula de las cepas A. brasilense Sp245,
mutante 12-A, C56-A y C40-A. Determinacion de la produccion de biopelicula a las 72h por el
método de Cristal Violeta normalizada con la determinacion de proteinas totales de las cuatro cepas,
A. brasilense Sp245, mutante 12-A, C56-A y C40-A. Cada barra representa el promedio de tres
ensayos independientes, con tres réplicas por ensayo. Se muestra la desviacion estandar y la
significancia estadistica.
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9.8.2. Cuantificacion de Exopolisacaridos

La matriz extracelular es un componente de la biopelicula y esta matriz, a su vez
esta formada de EPS; se cuantificaron los EPS, mediante su union al colorante Rojo
Congo en la biopelicula formada por cada una de las cuatro cepas estudiadas
(Anexo Figura 35). Se observo una disminucion en la cantidad de EPS tanto en la
mutante 12-A como en la cepa C40-A, en comparacion con la cepa silvestre y una
cantidad de EPS en la cepa C56-A que no es estadisticamente significativa a la
obtenida en la cepa A.brasilense Sp245. Comparando a la mutante 12-A con la cepa
C40-A tampoco se observa una diferencia estadisticamente significativa (Grafica 2).
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Grafica 2. Determinacion de la cantidad de EPS en biopelicula de las cepas A. brasilense
Sp245, mutante 12-A, C56-A y C40-A. Cuantificacion de EPS mediante su unién a RC normalizado
con la determinacion de proteinas totales de las cuatro cepas, A. brasilense Sp245, mutante 12-A,
C56-A y C40-A en medio de cultivo NFb con KNOs3. Cada barra representa el promedio de tres
ensayos independientes, con tres réplicas por ensayo. Se muestra la desviacion estandar y la
significancia estadistica.

P=0.355 entre las cepas A. brasilense Sp245 y C56-A.

P= 0.520 entre las cepas 12-A'y C40-A.
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9.8.3. Determinacion de la Movilidad

El ensayo de movilidad fue llevado a cabo con las cepas bajo estudio en medio
minimo con tres diferentes quimioatractantes (Malato, Fumarato y Prolina) midiendo
los respectivos halos de crecimiento a las 48h (Anexo Figuras 36, 37 y 38). Se
observo un aumento de la movilidad estadisticamente significativo de las cepas
mutante 12-A, C56-A y C40-A en comparacion con la cepa silvestre en los tres
quimioatractantes probados a las 48h, siendo mas marcado este aumento en
presencia de Prolina. Se observd una diferencia en malato y prolina con la cepa
C56-A pues presentd mayor movilidad, incluso que la cepa mutante 12-A, no asi,
en presencia de fumarato. Por otra parte, la cepa C40-A tuvo una movilidad menor
estadisticamente significativa que la cepa mutante 12-A en malato y fumarato y un
aumento en prolina y a su vez, esta misma cepa C40-A también tuvo una menor
movilidad estadisticamente significativa en comparacion con la cepa C56-A en los

tres quimioatractantes (Graficas 3, 4 y 5).
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Grafica 3. Diametro del halo de movilidad a las 48h de las cepas A. brasilense Sp245, mutante
12-A, C56-A y C40-A, en medio minimo con malato. Cada barra representa el promedio de cuatro
ensayos independientes, con dos réplicas por ensayo. Se muestra la desviacion estandar y la
significancia estadistica.
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MOVILIDAD EN FUMARATO
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Grafica 4. Diametro del halo de movilidad a las 48h de las cepas A. brasilense Sp245, mutante
12-A, C56-A y C40-A, en medio minimo con fumarato. Cada barra representa el promedio de
cuatro ensayos independientes, con dos réplicas por ensayo. Se muestra la desviacion estandar y

la significancia estadistica.
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Grafica 5. Diametro del halo de movilidad a las 48h de las cepas A. brasilense Sp245, mutante
12-A, C56-A y C40-A, en medio minimo con prolina. Cada barra representa el promedio de cuatro
ensayos independientes, con dos réplicas por ensayo. Se muestra la desviacion estandar y la

significancia estadistica.
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10. DISCUSION

Las rizobacterias, definidas como bacterias del suelo que colonizan la rizosfera de
las plantas favoreciendo su crecimiento, poseen sistemas de transduccion de
sefales que les permiten sobrevivir y prosperar bajo las diferentes condiciones
ambientales presentes en la rizésfera. En estos sistemas de transduccién de
sefales, la bacteria reconoce sefales o estimulos externos por medio de proteinas
de sefalizacidn que incluyen en su arquitectura receptores integrados a la
membrana. Los dominios que detectan las fluctuaciones del entorno de los
receptores se localizan en el espacio periplasmico y la union de moléculas de sefal
da como resultado un cambio conformacional de los dominios efectores localizados
en el citoplasma; lo que desencadena cascadas de sefalizacion interna
responsables de procesos importantes para la actividad bacteriana como la
regulacién y control de la expresion génica, la quimiotaxis y movilidad (Shpakov &
Pertseva, 2008).

En el genoma de A. brasilense Sp245 se localizaron 10 genes que presuntivamente
codifican para proteinas que poseen ambos dominios GGDEF y EAL (Ramirez-Mata
et al., 2018), las cuales son de interés por su implicacion en el metabolismo del di-
GMPc y el papel de este segundo mensajero en la adaptacion de la bacteria a su
entorno, en otras rizobacterias estudiadas. Para iniciar el estudio del gen dgcD
Gamboa-Pérez (2014), generd la mutante del gen por insercion de un casete de

resistencia a la kanamicina.

Previo a construir un plasmido de amplio rango de hospedero que portara el gen
dgcD para complementar la mutante se realiz6 un analisis bioinformatico del
producto de traduccion del gen bajo estudio. En la figura 14 se muestran los
dominios que la conforman. De especial interés es el dominio CHASE
(cyclases/histidine kinases associated sensing extracellular), el cual por lo general
se encuentra en el extremo N-terminal, localizado en regiones extracelulares o

periplasmicas flanqueado por dos regiones transmembrana (Figura 15), seguido del
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dominio PAS y los dominios GGDEF y dominios de fosfodiesterasa EAL (Pas et al.,
2004). El analisis de la arquitectura de dominio CHASE de las proteinas que
contienen este reveld que forman parte en dos tipos de receptores: histidina cinasas
y adenilil ciclasas en eucariotas o diguanilato ciclasas en procariotas (Steklov et al.,
2013; Mougel y Zhulin, 2001). Se predice que este dominio se une a ligandos de
bajo peso molecular como péptidos o citocininas. Hasta el momento no se conocen
reportes en bacterias que describan cual es el ligando que detectan. Una histidina
cinasa putativa (AHK4) que posee el dominio CHASE identificada en Arabidopsis
thaliana, se encontrd juega un papel importante como sensor para la morfogénesis
vascular en la planta (Mahonen et al., 2000) y cuyo ligando presuntivo es el ion

malonato o isopentiladenina.

Los dominios PAS (Per-ARNT-Sim) son dominios proteicos implicados en la
transduccion de senales. Las estructuras tridimensionales de los diferentes
dominios PAS parecen estar conservadas, aunque las secuencias de aminoacidos
muestren poca similitud. Estos dominios monitorean cambios en la intensidad de
luz, el potencial redox, el oxigeno y median interacciones proteina-proteina o se
unen a ligandos pequenos (Vreede et al., 2003), por lo que se presume que este
dominio podria sensar alguno de estos estimulos y transmitir la sefial a los dominios

GGDEF y EAL, los cuales se encuentran rio abajo dentro de la proteina.

En cuanto a los dominios GGDEF y EAL, se realiz6 el alineamiento de la proteina
en estudio y de otras proteinas con estos mismos dominios, presente en diferentes
especies de Azospirillum comparandolas con proteinas ya cristalizadas y verificados
sus dominios como funcionales como PleD de C. crescentus y RocR de P.
aeruginosa (Figura 17 y 18). Se observé que todos los sitios importantes para la
actividad enzimatica de cada dominio estan conservados, presumiendo que el gen
en estudio, codifica para una proteina con ambas actividades diguanilato ciclasa y
fosfodiesterasa.
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Previo a este trabajo se generd una mutante del gen dgcD de A. brasilense Sp245,
por Gamboa-Pérez, (2014), insertando un casete de resistencia a kanamicina el
cual interrumpe el marco de lectura impidiendo la traduccién de la proteina y a la
cual se le denomin6 mutante 12-A. Posteriormente se analizaron algunos fenotipos
como formacion de biopelicula y movilidad tanto de la cepa mutante 12-A como de
la cepa silvestre A. brasilense Sp245 (Ramirez-Mendoza, 2016) en donde la
mutante presenté una disminucién en la produccion de biopelicula del 75% en medio
adicionado con KNOs como fuente de nitrégeno, en comparacién con la cepa
silvestre, resultado sugerente de que la actividad DGC se encuentra afectada.
Asimismo, estos datos tuvieron correlacion con los resultados de los ensayos de
movilidad, obteniendo una mayor movilidad en la cepa mutante 12-A comparando
con la cepa silvestre, en presencia de diferentes quimioatractantes (Ramirez-
Mendoza, 2016). Para corroborar que estos cambios fueron debidos a la mutacién
del gen dgcD, en este trabajo se llevd a cabo una complementacion en frans, y
posteriormente se analizaron los fenotipos de formacion de biopelicula,

cuantificacion de exopolisacaridos y determinacion de movilidad.

Para llevar a cabo la complementacion se tom6 en cuenta al gen dgcD junto a su
presunto promotor, hallado mediante analisis bioinformaticos (Figura 19 y 20). El
amplificado del gen dgcD fue secuenciado y al hacer el analisis de la secuencia de
nucléotidos obtenida, identificamos dos cambios que dan lugar a un aminoacido
diferente en los dominios PAS y GGDEF de la secuencia proteica (Figura 26), sin
embargo, estos cambios no se encuentran en ninguno de los sitios descritos como

esenciales para la actividad enzimatica (Figura 17 y 18).

Los resultados de la biopelicula formada por la cepa silvestre indican que fue
restaurada por la cepa complementada (Grafica 1). Este resultado ademas nos

indicoé que el promotor es funcional.

Del mismo modo que los resultados de biopelicula, los expolisacaridos, principales

componentes de la matriz que permite a las bacterias agruparse en una biopelicula,
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fueron detectados por su union al colorante RC (De Troch & Vanderleyden, 1996) y
aunque en Azospirillum se han descrito tres diferentes tipos de EPS de los cuales
solo uno de ellos se une a RC, los resultados tuvieron correlacion con los de las
biopeliculas formadas por las diferentes cepas A. brasilense Sp245, mutante 12-A,
C56-A y C40-A, teniendo menor cantidad de EPS en la cepa mutante 12-A y en la
cepa control C40-A y mayor en las cepas silvestre y C56-A (Grafica 2), datos que
coinciden con lo obtenido por Ramirez-Mendoza en los experimentos realizados con
las cepas silvestre y 12-A, confirmando la actividad DGC del gen dgcD bajo las
condiciones probadas.

En general, niveles elevados de di-GMPc intracelular resultan de una mayor
actividad DGC que da lugar a una mayor formacion de biopelicula inhibiendo la
movilidad. De forma contraria, niveles bajos de di-GMPc son resultado de la
actividad PDE la cual promueve la movilidad de la bacteria (Krasteva et al., 2012;
Romling et al. 2013).

En el fenotipo de movilidad, se obtuvieron resultados aparentemente contradictorios
a lo candnico en la cepa C56-A con los distintos quimioatractantes (Anexo Figura
36, 37 y 38) observando la falta de complementacion en la movilidad, ya que la cepa
C56-A presentd mayor movilidad que la mutante 12-A y la silvestre con malato y
prolina (Grafica 3, 4, y 5). Lo anterior podria explicarse por la redundancia de genes
con la que cuenta Azospirillum Sp245, ya que quizas otras PDEs de dominio unico
podrian estar compensando la funcién en la mutante 12-A y el numero mayor de
copias del gen dgcD en la cepa C56-A bajo las condiciones probadas aumenta la
funcién de PDE. Por otra parte, la cepa control C40-A mostré un aumento en
movilidad (Grafica 5), lo que sugiere que el césmido usado para la complementacion
podria tener un efecto en la movilidad bajo las condiciones probadas, lo cual podria
ser comprobado también con la movilidad de la cepa silvestre A. brasilense Sp245
con el vector pVK100.
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Algunas proteinas DGC con ambos dominios GGDEF / EAL han sido estudiadas.
Una de ellas es la de Agrobacterium tumefaciens DcpA, la cual posee actividades
de sintesis y degradacién de di-GMPc. La actividad de la proteina es modulada por
un metabolito pteridina reductasa denominada PruA, en donde DcpA actua como
PDE en presencia de PruA y como DGC en su ausencia (Feirer et al., 2015). Por
otro lado, Rhodobacter sphaeroides posee bacteriofitocromos (Bphs) los cuales se
ha reportado regulan la biosintesis de pigmentos fotosintéticos y no fotosintéticos y
la movilidad. Este bacteriofitocromo se compone de mddulos sensores PAS-GAF-
PHY tipicamente presentes en fitocromos, y vinculados a dominios GGDEF y EAL.
Se encontré que al expresar el bacteriofitocromo en E. coli, este experimentd una
escision parcial en dos especies, la especie mas pequefa tuvo actividad PDE y la
mas grande, actividad DGC activada por luz, siendo por lo tanto el primer
bacteriofitocromo capaz de sintetizar e hidrolizar di-GMPc (Tarutina et al., 2006).
Sin embargo, aun falta mucho por dilucidar a este respecto, y en el caso de la
proteina DgcD que cuenta con ambos dominios de sintesis y degradacion de di-
GMPc conservados, estudios posteriores deberan demostrar su bifuncionalidad y el

ligando que es capaz de sensar.

11. CONCLUSION

La restauracion de la formacion de biopelicula por la cepa complementada

demuestra la actividad diguanilato ciclasa del gen en estudio.
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12. PERSPECTIVAS

v' Realizar una complementacién en cis para evitar un incremento en el
numero de copias del gen dgcD.

v' Llevar a cabo el fenotipo biopelicula empleando otras fuentes de
nitrogeno, asi como biopelicula con mas fuentes de carbono.

v Analizar la capacidad de colonizacién al trigo de las diferentes cepas.

v' Realizar mutaciones puntuales en los dominios GGDEF y/o EAL para
evaluar la actividad de cada uno.

v' Realizar una mutacién del dominio CHASE vy realizar fenotipos.
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14. ANEXO

14.1. Comprobacién de la construcciéon pVKPdgcD en E. coli
S$17.1

Se realiz6 la transformacion de la construccion pVKPdgceD en E. coli S17.1 para,
posteriormente llevar a cabo la conjugacion con la mutante 12-A. Dicha
transformacion fue comprobada mediante PCR y cortes con las enzimas de
restriccion Sall y EcoRI, obteniendo tres fragmentos de 17,500 pb, 5,227 pby 3,052
pb.
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Figura 31. Comprobacion de la transformacion de la construccion pVKPdgcD en células
competentes de E. coli $17.1. A) Amplificado de 3,079 pb usando los iniciadores F-ORF210 y R-
ORF210. Carril 1: Marcador de peso molecular; carril 2: A. brasilense Sp145; carril 3: pVK100 vacio;
carril 4-6: clonas de E. coli S17.1 (pVKPdgcD). B) Patrén de restriccion de pVKPdgeD con las
enzimas Sall y EcoRI. Carril 1: pVK100 sin digerir; carril 2: marcador de peso molecular; carril 3:
pVK100 vacio con fragmentos de 17,500 pb y 5,500 pb; carril 4 y 5: clonas de E. coli S17.1
(pPVKPdgcD) con fragmentos de 17,500 pb, 5,227 pb y 3,052 pb.
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14.2. Comprobacion del vector pVK100 en las cepas A. brasilense
Sp245 y Mutante 12-A

A partir de DNA plasmidico de clonas tanto de A. brasilense Sp245 (pVK100) como
de la mutante 12-A (pVK100) se hizo la comprobacion del vector vacio PVK100,

digiriéndolo con las enzimas Sall y EcoRI (Figura 32).
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Figura 32. Patrén de restriccion del vector pVK100 con las enzimas Sall y EcoRl. Carril 1:
marcador de peso molecular; carril 2 y 3: clonas de A. brasilense Sp245 (pVK100) con fragmentos
de 17,500 pb y 5,500 pb; carril 4: DNA plasmidico de una de las clonas de A. brasilense Sp245
(pVK100) sin digerir; carril 5 y 6: clonas de la mutante 12-A (pVK100) con fragmentos de 17,500 pb
y 5,500 pb.

Se realiz6 también PCR a partir de DNA genodmico para comprobar el fondo genético
tanto de la cepa silvestre A. brasilense Sp245 (pVK100) como de la mutante 12-A
(pVK100) (Figura 33).
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Figura 33. A) PCR usando los iniciadores F-ORF210 y R-ORF210. Carril 1: Marcador de peso
molecular; carril 2: control negativo; carril 3 y 4: transconjugantes de A. brasilense Sp245 (pVK100)
con amplificados de 3,079 pb; carril 4-6: transconjugantes de la mutante 12-A (pVK100) con
amplificados de 4,279 pb. B) PCR usando los iniciadores F-ORF210 y 4571DC. Carril 1: Marcador
de peso molecular; carril 2: control negativo; carril 3 y 4: transconjugantes de A. brasilense Sp245

(pPVK100) con un amplificado de 3,221 pb; carril 4-6: transconjugantes de la mutante 12-A (pVK100)
con un amplificado de 4,421 pb.

14.3.Biopelicula

A.brasilense Sp245  Mutante 12-A

Figura 34. Placas del ensayo de biopelicula por el método de Cristal Violeta. Imagenes de las

biopeliculas formadas a las 72h por las cuatro cepas probadas. El cultivo fue crecido en medio NFb
con KNO3; como fuente de Nitrégeno.
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14.4. Exopolisacaridos
i T
- B -

A.brasilense Sp245 Mutante 12-A C56A  Ctrl40A

Figura 35. Sobrenadante para la cuantificacion de Exopolisacaridos. Imagenes del
sobrenadante de las diferentes cepas después de la incubacién de 2h, que muestran el RC que no
fue unido a exopolisacaridos. El cultivo fue crecido en NFb con KNO3 como fuente de Nitrégeno.

14.5. Movilidad

Figura 36. Halo quimiotactico de Figura 37. Halo quimiotactico de
las diferentes cepas a las 48h en las diferentes cepas a las 48h en
medio minimo con Malato. medio minimo con Fumarato.

Figura 38. Halo quimiotactico
de las diferentes cepas a las 48h
en medio minimo con Prolina.
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14.6. Medios de Cultivo

Medio K-Malato
Base para 1000 ml

0T o | PR 1.67g
P = RSP 0.87g
Y o IS XAl PRSP 0.29g
I =T TR 0.48¢g
ACIHO MANICO ... 4.5326 g
AGar bacteriolOQICO ........coiiiiiiiiiiiiiiiiiii 1.5%

Esterilizar a 15 libras, 121°C por 20 minutos.

Reactivos para complementar

CACI2*2H20 0.7%0 +eeeeeeee ettt ettt e ettt e e e ettt e e e et e e e e antee e e e e nee e e e e anneeeeeanaeeaen 10 ml
FECIZ BH20 190 ..o et 1 ml
NAZMOO4*2H20 0.5% ..eeeeeeiiiiiiieiie ettt e e e e e st e e e e e e e e 1 ml
N T I USSP 5 ml
OlIGOEIEMENTOS ...ttt e e e e e ettt et e e e e e e e aabbbe e e e e e e e e s aannrenneeaaaeaaaann 10 ml

Esterilizar a 5 libras, durante 30 minutos.

Oligoelementos (1000 ml)

MNSO4 H20 ..t e e e e e e s e 0.25g
A 11 Yl d o T LS OUPRRRRTPR 0.07g
(07e 151 @ Xl 4 = @ PRSP 0.014g
(010151 @ ] o 1 USRS 0.0125¢g
L =T L USRS R PRSI 0.003g

Esterilizar a 5 libras, durante 30 minutos.

Nota: Se preparan las sales y los oligoelementos por separado para evitar que precipiten durante la

esterilizacion y posteriormente se adicionan a la base en condiciones estériles.

MEDIO LB* (Luria Bertani Modificado)
Para un 1000 ml

Peptona A€ CASEIMNA ... ..uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ettt n e r e 1009
EXIracto de [@VAAUIa ..........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb ernne 50¢9
Cloruro de sodio (NaCI) 10 MM ... 0.5848 g
Sulfato de Magnesio (MgSO04) 2.5 MM ... 0.6162 g
Cloruro de Calcio (CaCl2) 2.5 MM .......oooiiiiiieeee e 0.3675g

Ajustar el pH a 7 con NaOH al 20%
Para medio sdlido preparar con agar bacteriologico al 1.5 %
Esterilizar a 15 libras, 121°C por 20 minutos.
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Medio Rojo Congo (RC)
Para 1000 ml

[ g 4 =T o PP P TP PP P PP PP PPPPPPRTRPIR 50¢9
EXIracto de [@VAAUIa ..........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb e rebeeene 05¢g
KZHP O 10 00 ettt e ettt et e e e e e e e bbbt e e e e e e e s e e nb b e e e e e e e e e e e aanneenees 5 ml
Y (o IS 1@ i o P10 Ry (0L SRR 2ml
I F= T B 0 ST 1ml
L O R o] o 1O R ST 1.4 ml
NA2ZMOO4*2H20 0190 +eeeeeeeiiiiiieee ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e e nb e e e e e e e e e e anneenees 2ml
O ] o TP PUEPTRP 4049
ROJO CONGO 0.25%0 ...veeeeeeeeieeeeieie ettt e e e e e ettt e e e e e e e e nnr e e e e e e e e e e nnneeees 15 mi

Ajustar el pH a 6.8 con KOH al 10%

Nota: Ajustar el pH antes de agregar el rojo congo.
Para medio solido preparar agar bacterioldgico al 1.5 %
Esterilizar a 15 libras, 121°C por 20 minutos.

Medio NFb (Nitrogen Fixation Biological)

Para 1000 ml

ACIHO MANICO ..., 3.70¢g
(€ o [ O 2 [0 TSP 5 mil
T SO il P T B 0 NP 2ml
N =10 B L0 SRS PUORR 1ml
(O2=103 P ard o T O Ry 2 ml
MICTONULIIENEES . .oiee et e e e et e e e et e e e e et e e e eaaaaeaes 2ml
FE-EDTA 1.84%0 ..oeeeeeieeeeeeeeeeee et e e e e e e e 4 ml

Fuente de Nitrégeno para 1000ml
N 2 TR 1.39¢

Stock de Micronutrientes

NazMOOA*2H20 ....oeee et 0.200 g
oIS @ Xl = 1@ S PPRRPPRRRPPRt 0.235¢g
TN Yo YN 0.280 g
CUSOL*EH20 .t a e e e e e e e e e 0.008 g
ZNSO4 TH20 .o aaaaaaas 0.024 g
[ 1O TSP 200 ml

Ajustar el pH a 6.5 con KOH al 10%

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

Nota: Esterilizar las sales a 5 Lb durante 30 minutos, los micronutrientes se preparan en condiciones
de esterilidad y con agua inyectable. Adicionar las sales y los micronutrientes a la base en
condiciones de esterilidad antes de esterilizar.
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14.7. Soluciones

Buffer de fosfato (BF) 66 mM estéril
Preparar las siguientes soluciones stock:

Para 1L de agua destilada

[ Y TP 9.08 g
F Y 0] a1 e [ o TP PP PPPPPPPPPPPPPRTPN 9.372¢g
NazHPO4 2H20 e e 11.89g
TH20 e 17.88 g

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

Solucion de cristal violeta (CV) con agua destilada.
Se prepara de preferencia con material de laboratorio de vidrio.
Nota: Se suele filtrar después de preparada pues puede dejar grumos al usarla.

Solucion de acido acético al 33% con agua destilada.

Esta soluciéon no se prepara en grandes volumenes para que sea reciente al momento de usarse

para el ensayo.
Nota: Se prepara con acido acético glacial.

Rojo Congo (RC) al 0.25% con agua destilada.
Se prepara de preferencia con material de laboratorio de vidrio.
Nota: Se deja mezclar varios minutos.

81



