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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  

asociación  beneficiosa  con  las  plantas  favorecida  por  la  formación  de  biopelícula.  

Esta  biopelícula  es  regulada  por  un  segundo  mensajero,  el  di-­GMPc,  la  cual  es  una  

molécula  ubicua  que  interviene  en  la  regulación  de  diversos  aspectos  de  la  fisiología  

y  el  comportamiento  bacteriano,  tales  como:  movilidad  y  formación  de  biopelículas,  

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  mayoría  de  las  bacterias  donde  están  presentes  las  

vías  de  señalización  dependientes  de  di-­GMPc,  están  involucradas  en  la  regulación  

de   las   transiciones  bacterianas  del  estilo  de  vida  planctónico  al  sésil  mediante   la  

inhibición   de   la  movilidad   y   la   formación   de   proteínas   o   apéndices   superficiales  

adhesivos.  En  el  genoma  de  A.  brasilense  Sp245  se  describieron  proteínas  híbridas  

que  se  predice  tendrían  ambas  actividades,  estas  actividades  están  reguladas  por  

dominios  de  señalización  que  se  producen  en  las  proteínas  DGC-­PDEs.  Mediante  

análisis   bioinformático,   encontramos   un   gen   que   traduce   el   producto   de   946  

residuos   de   aminoácidos,   muestra   los   dominios   CHASE-­PAS   y   DGC-­PDE  

(denominada  diguanilato  ciclasa  D).  Para  evaluar  la  función  de  la  presunta  proteína  

híbrida,  realizaron  una  mutante  mediante  la  inserción  de  un  casete  de  kanamicina  

(dgcD::KmR),  denominada  mutante  12-­A.  Los  ensayos  con  cristal  violeta  mostraron  

que  la  mutante  12-­A  disminuyó  la  formación  de  biopelícula  en  comparación  con  la  

cepa  silvestre  A.  brasilense  Sp245  en  medio  mínimo  suplementado  con  Nitrato  de  

Potasio  (KNO3)  como  fuente  de  nitrógeno,  así  como  también,  aumentó  la  movilidad  

en   diferentes   fuentes   de   carbono,   lo   que   sugiere   que   bajo   las   condiciones  

experimentales  probadas  funciona  como  DGC.  La  mutante  12-­A  se  complementó  

con  el  plásmido  pVKdgcD  y  ensayos  con  cristal  violeta  restauraron  el  fenotipo  de  

formación  de   la  biopelícula,  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   señal   detectada   por   el   dominio   de  

señalización  para  demostrar  la  actividad  PDE.
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1.   INTRODUCCIÓN    
  

En  los  últimos  años,  el  incremento  de  la  población  requiere  aumentar  la  cantidad  de  

alimentos  disponibles.  A  medida  que  la  producción  agrícola  aumentó  en  las  últimas  

décadas,  los  productores  son  más  dependientes  de  los  agroquímicos  como  método  

de   fomento   de   la   producción   de   los   cultivos.   (Compant   et   al.,   2005).   Se   debe  

mantener  el  aumento  de  la  productividad  y  a  la  vez  propiciar  una  agricultura  más  

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-­Montaño   et   al.,   2014).  

Término  definido  por  Kloepper  y  Schroth  en  1978  para  describir  bacterias  del  suelo  

que   colonizan   la   rizósfera   de   las   plantas,   y   que   son   organismos   capaces   de  

aumentar   el   crecimiento   de   las   plantas.   Se   ha   continuado   con   la   investigación  

destinada   a   comprender   los   mecanismos   mediante   los   cuales   favorecen   el  

crecimiento  de  las  plantas,  algunos  descritos  son:  la  producción  de  fitohormonas,  

solubilización  de   fosfato,   o   fijación   de  nitrógeno   (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  y,   recientemente,   la  

popularidad   de   éstos   ha   aumentado   gracias   una   amplia   investigación   de   los  

mecanismos  empleados  por  estas  bacterias  responsables  de  los  efectos  positivos  

en  los  cultivos.  

  

Las   plantas,   colonizadas   por   un   gran   número   de   microorganismos,   afectan   su  

crecimiento   y   desarrollo,   la   disponibilidad   y   absorción   de   nutrimentos   y   su  

productividad   (Mendes   et   al.,   2013;;   Huang   et   al.,   2014).   Esta   interacción   es  

realizada  principalmente  en  una  zona  del  suelo  conocida  como  rizósfera.  
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1.1.   Rizósfera  
  

La  rizósfera  es  una  estrecha  zona  del  suelo,  que  se  encuentra  inmediata  a  la  raíz  

de  la  planta  y  que  es  influenciada  de  manera  significativa  por  los  microorganismos;;  

se  considera  una  de  las  áreas  del  suelo  con  mayor  actividad  biológica  y  química,  

(Mendes  et   al.,   2013;;   Philippot  et   al.,   2013)   causada   por   una   gran   cantidad   de  
nutrimentos  liberados  por  las  raíces  y  que  pueden  ser  útiles  como  sustento  de  los  

microorganismos  (Hrynkiewicz  &  Baum,  2012).      

  
Los   exudados   de   las   raíces   incluyen   aminoácidos,   azúcares,   ácidos   orgánicos,  

compuestos  fenólicos,  enzimas  y  flavonoides  (Verbon  &  Liberman,  2016).  Además,  

recientes  estudios  sugieren  que,   la  composición  de   los  exudados  de   la   raíz,   las  

propiedades  del  suelo  como  pueden  ser:  el  pH,   la  humedad,   la   temperatura  o  el  

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

bacterianas  en  el  suelo  y  la  rizósfera  (Huang  et  al.,  2014;;  Verbon  &  Liberman,  2016)  

(Figura  1).    

  

  

  

  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Figura  1.  Esquema  de  la  rizósfera.  En  la  imagen  se  muestra  a  la  delgada  capa  del  suelo,  inmediata  
a  la  raíz  de  la  planta  e  influenciada  por  los  microrganismos  conocida  como  rizósfera.  Las  plantas,  a  
través  de   los  exudados  de  raíz,  pueden   influir  en   la  composición  del  microbioma  de   la  rizósfera.  
(Tomado  de  Verbon  &  Liberman,  2016).  
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En  la  rizósfera  se  localizan  bacterias,  hongos,  nematodos,  algas,  virus,  arqueas  y  

artrópodos   (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  rizósfera,  son  llamadas  rizobacterias,  

se  dividen  en  aquellas  que  forman  una  relación  simbiótica  con  la  planta  y  las  que  

particularmente   no   forman  estructuras   especializadas   (nódulos),   constituyen  una  

relación  mutualista  con  la  planta.  Las  bacterias  de  vida  libre,  están  estrechamente  

asociadas  a   las   raíces  de   las  plantas  o  suelen   residir  dentro  de   las  raíces  como  

bacterias   endofíticas   (Cassán   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)  (Cassán  et  al.,  2013;;  Spaepen  et  al.,  2009).    

  

Uno   de   los   géneros   de   las   PGPRs   que   ha   sido   más   estudiado   desde   su  

redescubrimiento  es  el  género  Azospirillum,  al  cual  se   le  definió  como  PGPR  por  

dos  mecanismos  principales:   la   fijación  biológica  de  nitrógeno  y   la  producción  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  

ecología,  fisiología  y  genética  de  esta  bacteria  ha  ido  en  aumento.  
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1.2.   El  género  Azospirillum  
  

La  primera  especie  de  Azospirillum  se  aisló  por  Beijerinck  en  1925  a  partir  de  suelos  

arenosos  pobres  en  nitrógeno  en  Holanda,  nombrándola  como  Spirillum  lipoferum.  

Posteriormente   Döbereiner   y   colaboradores   en   1976,   fueron   los   primeros   en  

reportar   su   amplia   distribución   en   la   rizósfera   de   varias   gramíneas,   cultivos   de  

cereales  (trigo,  maíz,  sorgo,  mijo,  arroz)  y  muestras  de  suelo  (Reis  et  al.,  2015).  Más  

tarde,  se  aislaron  cepas  de  plantas  recolectadas  en  varios  países  y  con  base  en  

diferencias  morfológicas,   fisiológicas  y  experimentales  sobre  homología  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   fisiológicos   y  

genéticos  A.   lipoferum   y  A.   brasilense   han   sido   las  más  estudiadas   (Reis  et   al.,  

2011).    El  genoma  del  género  Azospirillum  contiene  de  6  a  7  replicones,  su  tamaño  

varía  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).  
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1.3.   Características  de  A.  brasilense    
  

Las  bacterias  del  género  Azospirillum,  son  rizobacterias  de  vida  libre,  fijadoras  de  

nitrógeno,  microaerofílicas,  móviles,  Gram  negativas,  de  forma  vibroide,  de  1.0-­1.5  

μm  de  ancho  y  2.0-­3.0  μm  de  largo.  Las  células  pueden  cambiar  de  forma  y  tamaño  

con  la  edad  de  cultivo  produciendo  quistes  (Okon,  1985;;  Burdman  et  al.,  2000).  El  

crecimiento  óptimo  se  determinó  a  30-­32  ºC,  pH  entre  6.0  y  7.0  (Bashan  et  al.,  2004)  

y  en  medio  de  cultivo  sólido  con  la  adición  del  colorante  Rojo  Congo,  se  describen  

colonias   de   color   rojo   escarlata   (Rodríguez-­Cáceres,   1982).      La   movilidad   de  

Azospirillum   depende   de   un   solo   flagelo   polar,   el   cual,   es   responsable   del  

movimiento  natatorio,   y   a   su   vez,   de  múltiples   flagelos   laterales,   los   cuales   son  

responsables   de   una   movilidad   de   superficie   en  medios   sólidos   (Steenhoudt   &  

Vanderleyden,  2000)  (Figura  2).  Se  ha  descrito  que  en  Azospirillum,  además  de  la  

movilidad,  el  flagelo  polar  es  utilizado  para  adherirse  a  la  superficie  de  las  raíces  de  

las  plantas  (Rodrigues  et  al.,  2015).  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Figura  2.  Microscopia  electrónica  de  células  de  A.  brasilense  Sp245.  Cultivadas  en  medio  líquido  
(1)  o  en  medio  sólido  (2).  Las  barras  de  escala  corresponden  a  1  μm  (Filip’echeva  et  al.,  2017).  
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1.4.   Efecto  de  la  inoculación  de  Azospirillum  sobre  las  plantas  
  

La  inoculación  de  plantas  con  Azospirillum  puede  ocasionar  cambios  significativos  

en   los  parámetros  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  promoción  del  crecimiento  

vegetativo,  así  como  un  efecto  a  simple  vista  en  el  crecimiento  de  algunos  vegetales  

como  tomate,  berenjena,  pimiento  y  algodón  (Bashan  et  al.,  1989).  El  rendimiento  

se  incrementó  con  la  inoculación  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  %  comparándolos  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  difícil  dar  una  evaluación  apropiada  de  los  trabajos  y  la  manera  en  que  

la  planta  responde  en  cuanto  al  rendimiento  debido  a  la  carencia  de  ensayos  o  a  la  

ausencia  de  detalles  técnicos  en  la  descripción  de  los  métodos.  Evaluando  los  datos  

a  nivel  mundial  de  los  últimos  veinte  años  sobre  experimentos  de  inoculación  con  

Azospirillum,   se   concluyó   que   los   experimentos   exitosos   fueron   aquellos   donde  

utilizaron  el  nivel  óptimo  de  células  en  el  inoculante  (Okon  &  Labandera-­González,  

1994)  y  además  tomando  en  consideración  que  las  bacterias  sobreviven  mejor  en  

el  suelo  si  el  inóculo  se  toma  de  la  fase  exponencial  del  cultivo,  que  si  se  toma  de  

la   fase   estacionaria   (Vandenhove   et   al.,   1993).   De   esta   manera   se   podría  

estandarizar   y   optimizar   los   inóculos   para   evitar   la   variabilidad   en   la   respuesta  

vegetal.  
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1.5.   Efectos  de  la  inoculación  de  Azospirillum  sobre  el  desarrollo  de  las  
raíces    

  
Las   bacterias   de   este   género   se   consideran   bacterias   de   la   rizósfera,   aunque  

muestran  diferencias  en  la  forma  en  que  colonizan  las  raíces.    Pueden  colonizar  la  

parte  interna  de  la  raíz,  pero  predominantemente  colonizan  la  parte  externa.  En  esta  

última,   las   bacterias   forman   pequeños   agregados,   aunque   también   es   posible  

encontrar  células  aisladas  distribuidas  en  la  zona  de  elongación  de  la  raíz  y  de  los  

pelos  radiculares.  Para  colonizar  la  parte  interna,  las  células  deben  invadir  las  raíces  

penetrando   a   través   de   los   espacios   intercelulares   (Bashan   &   Levanony,   1990;;  

Steenhoudt  &  Vanderleyden,  2000).    

  
Los   efectos   positivos   de   Azospirillum   fueron   principalmente   por   cambios  

morfológicos  y  fisiológicos  de  las  raíces  de  las  plantas  inoculadas  (Burdman  et  al.,  

2000).   Los   efectos   pueden   variar   dependiendo   de   la   planta   y   las   condiciones  

ambientales   del   cultivo,   pero   aún   más   importante,   de   las   concentraciones   de  

inóculo.   Estudios   previos   han   determinado   que   la   concentración   óptima   de  

inoculación  es  alrededor  de  105-­106  unidades   formadoras  de  colonias  por  mililitro  

(UFC/ml).  La  disminución  de  la  concentración  bacteriana  a  102-­104  UCF/ml  tuvo  un  

efecto  positivo  menor  mientras  que  el  aumento  de  la  concentración  bacteriana  a  108-­

109  UFC/ml  disminuyó  el  área  de  la  superficie  de  la  raíz,  pero  aumentó  la  formación  

de  pelos   radiculares   (Okon,  1985;;  Bashan,  1986)   (Figura  3   y   4).  El   efecto   de   la  

inoculación   parece   determinarse   principalmente   en   las   etapas   iniciales   del  

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

  

Los  principales  efectos  visuales  que  se  observan,  son  cambios  en  la  morfología  de  

la  raíz,  un  aumento  en  el  alargamiento  de  la  raíz,  el  número  de  raíces  laterales  y  

adventicias  y  el  alargamiento  y  ramificación  de  los  pelos  radiculares  (Rodrigues  et  

al.,  2015).  Los  cambios  ocasionados  en  la  raíz  aumentan  el  área  de  superficie,  lo  

cual  resulta  en  un  incremento  en  la  absorción  de  agua  y  nutrimentos  minerales  que  

favorecen   al   crecimiento   de   la   planta   (Steenhoudt   &   Vanderleyden,   2000).   La  
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secreción  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  inoculación  con  A.  brasilense  Sp245.  La  morfología  de  la  raíz  de  plántulas  
de   trigo   de   una   semana   de   crecimiento.   De   izquierda   a   derecha:   planta   no   inoculada,   plántulas  
inoculadas  con  105,  106,  107,  108  y  109  UFC/planta.  La  inoculación  de  semillas  de  trigo  con  un  número  
creciente  de  A.  brasilense  Sp245  produce  una  fuerte  disminución  en  la  longitud  de  la  raíz  (Spaepen  
et  al.,  2008).    
  
  
  
  
  
  
  
  
 

 

  
  
  
  
Figura  4.  Efecto  de  la  inoculación  de  A.  brasilense  Sp245  en  plántula  de  trigo.  De  una  semana  
de  crecimiento  en  la  formación  de  los  pelos  radiculares.  De  izquierda  a  derecha:  planta  no  inoculada,  
plántulas  inoculadas  con  105,  107  y  109  UFC/planta  (Spaepen  et  al.,  2008).  
  



9  
 

2.   FISIOLOGIA  DE  Azospirillum  
  

2.1.    Movilidad  y  Quimiotaxis  
  

Es  importante  la  asociación  de  Azospirillum  sobre  las  raíces  de  las  plantas,  la  cual  

solo  puede  tener  éxito  si   la  bacteria  sobrevive  en  el  suelo  y  alcanza  poblaciones  

significativas   en  el   sistema  de   raíces   del   huésped.  La  movilidad   y   la   quimiotaxis  

permiten  que  las  bacterias  se  muevan  hacia  las  raíces  de  las  plantas,  donde  pueden  

beneficiarse   de   los   exudados   de   las   raíces   como   fuente   de   carbono   y   energía  

(Steenhoudt  &  Vanderleyden,  2000).  

  
Para  sobrevivir  y  competir  en  las  diferentes  condiciones  ambientales  encontradas  

en   la  rizósfera,   las  bacterias  deben  ajustar   rápidamente  su  comportamiento  para  

nadar  a  entornos  favorables  (Bible  et  al.,  2008).  Los  sistemas  de  transducción  de  

señales   permiten   a   las   células   detectar   y   adaptarse   a   los   cambios   ambientales  

mediante   respuestas   celulares   apropiadas,   como   la   regulación   de   la   expresión  

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

    

La  movilidad  en  bacterias  responde  a  un  sistema  de  transducción  de  señales  que  

transmiten  información  del  entorno  al  aparato  de  movilidad.  Azospirillum  modula  su  

patrón  de  nado  hacia  una  mayor  o  menor  probabilidad  de  cambio  en  la  dirección  de  

la   rotación   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   operón   de  

quimiotaxis   que   comprende   genes   que,   aunque   presentan   divergencia   en   la  

secuencia,   son  homólogos   funcionales   de  E.   coli   (Greer-­Philips  et   al.,   2004).   La  

disponibilidad  de  la  secuencia  del  genoma  de  A.  brasilense  spp.,  permitió  identificar  

cuatro  operones  de  quimiotaxis  distintos,  tres  de  los  cuales  (Che1,  Che2  y  Che3)  

también   están   codificados   en   los   genomas   de   las   cepas   de   Azospirillum  

secuenciadas  hasta  la  fecha,  así  como  en  el  genoma  de  Rhodospirillum  centenum  

sugiriendo  que  ambos  géneros  tienen  un  ancestro  común.  (Mukherjee  et  al.,  2016).  
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Por   su   parte   Che4   se   localizó   únicamente   en   el   genoma   de   las   cepas   de  

Azospirillum,  identificándola  como  una  de  las  vías  adquirida  por  transferencia  lateral  

de   genes   (HGT)   que   se   ha  propuesto   contribuye   a   su   adaptación   a   la   rizósfera  

(Wisniewski-­Dyé  et  al.,  2011).    

  

Se   demostró   que   la   vía   de   quimiotaxis   Che1   en  A.   brasilense,   interviene   en   la  

formación  de  los  agregados  y  floculación,  mediante  la  modulación  de  la  velocidad  

del  nado  de  las  células.    Además,  se  describió  que,  aunque  la  formación  de  flóculos  

implica   la   producción   de   EPS,   éstos   se   producen   independientemente   de   la   vía  

Che1  (Siuti  et  al.,  2011;;  Bible  et  al.,  2012)  (Figura  5).    

  

En   Azospirillum   además   se   describió,   un   quimioreceptor   transmembranal   Tlp1  

(Transduction   like  protein)  el  cual  se  demostró  que  media   taxis  de  energía  en  A.  

brasilense  y  que  interviene  en  la  colonización  de  las  raíces  de  las  plantas  (Greer-­

Philips  et  al.,  2004).  Tlp1  cuenta  con  una  región  periplásmica  N-­terminal  y  un  módulo  

de  señalización  en   la  región  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   identificó   también,   el   gen   chsA   como   parte   de   la   vía   de   señalización   de  

quimiotaxis  en  A.  brasilense.  La  arquitectura  de  la  proteína  codificada  contiene  un  

dominio  sensorial  PAS  y  un  dominio  EAL.  Se  demostró  que  una  mutante  nula  del  

gen,  mostraba  un  fenotipo  alterado  en  la  movilidad  y  la  respuesta  quimiotáctica,  a  

pesar  de  no  verse  afectada  la  síntesis  de  flagelos  polares  y  laterales  (Carreño-­López  

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   alejándose   de   las   desfavorables   (Stephens,   2006).  

Azospirillum  crece  de  manera  óptima  cuando  la  fructosa,  o  ácidos  orgánicos  como  
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malato   o   succinato,   se   utilizan   como   fuentes   de   carbono   y   tiene   un   pobre  

crecimiento  en  aminoácidos  como  únicas  fuentes  de  carbono.  Las  raíces  de  pastos  

y   cereales   exudan   cantidades   significativas   de   ácidos   orgánicos,   azúcares   y  

aminoácidos  por  lo  que  son  compuestos  orgánicos  que  pueden  encontrarse  en  la  

rizósfera  (Alexandre  et  al.,  2000).  Las  bajas  concentraciones  de  oxígeno  presentes  

en   la   rizósfera   son   también   uno   de   los   principales   estímulos   que   atraen   a   las  

bacterias  a  las  raíces  de  las  plantas.    

  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura  5.  Esquema  del  comportamiento  por  quimiotaxis  de  A.  brasilense.  Las  líneas  negras  y  
grises  en  la  parte  superior  representan  diferentes  condiciones  ambientales  a  las  cuales  puede  estar  
expuesta  la  bacteria.  Se  representan  las  proteínas  de  la  vía  de  quimiotaxis  y  las  flechas  representan  
las   interacciones   entre   estas   proteínas,   en   donde   las   líneas   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  óptimas  de  oxígeno  

es  una  respuesta  importante  en  Azospirillum  (Burdman  et  al.,  2000),  en  la  cual,  una  

concentración  de  oxígeno  baja,  de  3  a  5  µM,  es  la  concentración  de  oxígeno  óptima  

para   la  generación  de  energía   y   la   fijación  de  nitrógeno   (Alexandre  et   al.,   2000;;  

Russell  et   al.,   2013).   Cuando   las   células   se   exponen  a   condiciones   de  oxígeno  

elevado  en  su  entorno,  las  células  de  A.  brasilense  forman  pequeños  agregados  de  

bacterias  que  son  inicialmente  transitorios,  pero,  si  las  condiciones  de  alta  aireación  

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  protección  

manteniendo  un  ambiente  intracelular  microaerofílico  que  permite  la  expresión  de  la  

nitrogenasa,  enzima  responsable  de  la  fijación  biológica  de  nitrógeno  y  sensible  a  

altas  concentraciones  de  oxígeno  (Bible  et  al.,  2015).  El  agrupamiento  de  las  células  

se  describe  como  un  paso  previo  para  la  floculación,  en  donde  las  células  vibroides  

de  Azospirillum  móviles  pasan  a  células  más  redondas  y  no  móviles,  dispuestas  en  

una  matriz  de  exopolisacáridos  (EPS)  (Bible  et  al.,  2015)  (Figura  6).  
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Figura  6.  Agregación  celular  en  A.  brasilense.  La  señalización  de  quimiotaxis  y  aerotaxis  mediante  
la  modulación  de  la  movilidad,  promueve  interacciones  transitorias  célula-­célula  entre  células  móviles  
que  posteriormente  permiten  interacciones  estables  entre  células  no  móviles.  La  flecha  doble  indica  
una  interacción  reversible,  mientras  que  la  flecha  unidireccional  una  interacción  irreversible  (Tomado  
de  Alexandre,  2015).  
  

El   agrupamiento   y   la   floculación   también   se   consideran   relevantes   para   la  

capacidad  de  las  células  para  colonizar  y  establecerse  en  la  rizósfera  (Burdman  et  

al.,  2000;;  Bible  et  al.,  2015).    
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2.3.  Asociación  Azospirillum-­planta    
  

Una  vez  que  las  bacterias  se  encuentran  en  las  proximidades  de  las  raíces  de  las  

plantas,  su  unión  es  esencial  para  una  asociación  eficaz  y  la  posterior  colonización  

(Steenhoudt  &  Vanderleyden,  2000;;  Rodrigues  et  al.,  2015).  

  

La  unión  de  Azospirillum  a  las  raíces  de  la  planta  ocurre  en  dos  fases  distintas  y  

consecutivas,   la   fase   de   adsorción   y   la   fase   de   anclaje.   En   la   primera   fase,   de  

adsorción;;  las  bacterias  se  unen  de  manera  rápida,  débil,  reversible  y  se  produce  

dentro  de  las  2  horas  de  inoculación  (Steenhoudt  &  Vanderleyden,  2000).  Diversos  

factores  han  sido  implicados  en  esta  primera  fase  de  la  asociación  planta-­bacteria.  

Uno   de   ellos,   la   flagelina,   una   glucoproteína   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,  proteínas  que  reconocen  y  se  

unen  de  forma  específica  y  reversible  a  los  carbohidratos  presentes  en  la  superficie  

de  la  raíz  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  específicos  en  la  superficie  celular  de  Azospirillum  que  se  unen  

a  lectinas  WGA  denominadas  así  por  sus  siglas  en  inglés  (wheat  germen  agglutinin)  

presentes  en  la  superficie  de  la  raíz  de  la  planta.  La  unión  de  estos  receptores  a  la  

lectina  WGA  en  A.  brasilense  Sp245  puede  funcionar  como  una  molécula  señal  en  

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

  

La  fase  de  anclaje  es  una  unión  firme  e  irreversible,  de  entre  8  a  16  horas  después  

de  la  inoculación.  (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  agregación  en  cepas  de  Azospirillum  (Fibach-­Paldi  et  al.,  2012).  En  

Azospirillum,   la   producción   de   EPS   ha   sido   demostrada   con   el   colorante  

fluorescente  Calcofluor,  que  detecta  enlaces  b  1-­3  y  b  1-­4  en  polisacáridos  y  con  el  

colorante  Rojo  Congo.  (De  Troch  &  Vanderleyden,  1996).  Junto  con   los  EPS,   los  
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lipopolisacáridos   (LPS)   de   Azospirillum,   debido   a   su   inmunoespecificidad  

contribuyen   también   a   interacciones   bacteria-­planta.   Los   LPS   consisten   de   un  

componente  hidrofóbico  (lípido  A)  anclado  a   la  membrana,  y  a   través  del  cual  el  

oligosacárido  central  se  une  con  un  polisacárido  específico-­O  (OPS)  que  contiene  

unidades  repetidas  de  oligosacáridos    (Sigida  et  al.,  2014).    

  

Hasta  la  fecha,  se  han  identificado  tres  serogrupos  de  lipopolisacáridos  en  el  género  

Azospirillum,   como   resultado   del   estudio   de   sus   propiedades   y   estructuras  

serológicas.  Los  lipopolisacáridos  son  los  principales  componentes  de  la  membrana  

externa  de  las  bacterias  Gram-­negativas,  contienen  los  determinantes  antigénicos  

responsables   de   la   especificidad   serológica   de   las   bacterias   y   se   encuentran  

disponibles  para   la   interacción  con  otras  células.  El  serogrupo  I  son  D-­ramnanos  

lineares  que  reaccionan  de  forma  cruzada  con  los  anticuerpos  específicos  para  LPS  

de  A.  brasilense  Sp245.  En  el  serogrupo   II,   las  cepas  de  Azospirillum  presentan  

heteropolisacáridos   que   reaccionan   con   anticuerpos   contra   LPS   de   cepas   de  A.  

brasilense  Sp7.  Por  último,  el  serogrupo  III  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   unión   de   las   bacterias   de   Azospirillum,   se   comienzan   a   formar  

agregados  que,  con  las  condiciones  favorables,  permiten  la  rápida  colonización  de  

los  tejidos  de  la  planta  y  la  posterior  formación  de  microcolonias  que  se  producen  

simultáneamente  con  la  formación  de  biopelícula  (Rodrigues  et  al.,  2015).      
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3.   BIOPELÍCULA  
  

La   biopelícula   es   una   comunidad   microbiana   embebida   en   una   matriz   de  

compuestos  poliméricos  extracelulares  que  se  encuentra  asociada  a  una  superficie.  

Las   biopelículas   se   observaron   por   primera   vez   en   1674,   cuando   Antonie   van  

Leeuwenhoek  usó  su  microscopio  simple,  en  donde  observó  agregados  de  los  que  

llamó  “animaculos”  que  raspaba  de  la  superficie  de  dientes  humanos  (Donlan,  2002;;  

Garrett  et  al.,  2008).  La  biopelícula,  es  una  forma  de  mantener  una  masa  de  células  

en  un  sitio  específico  durante  un  periodo  o  lapso  de  tiempo  suficiente  para  iniciar  

una  interacción  beneficiosa  o  antagónica  (Danhorn  &  Fuqua,  2007).  Hay  diferentes  

tipos   de   biopelículas,   así   como   de  bacterias,   incluso   una   bacteria   puede   formar  

varios   tipos   diferentes   de   biopelículas   dependiendo   las   condiciones   ambientales  

(Karatan  &  Watnik,  2009).  

  

Algunas   ventajas   que   confieren   a   las   bacterias,   la   formación   de   biopelícula   es:  

protección  contra  antibióticos,  la  oportunidad  de  transferencia  horizontal  de  genes  

(HGT),  capacidad  de  sobrevivir  en  condiciones  deficientes  de  nutrimentos  (Danhorn  

&  Fuqua,  2007;;  Garrett  et  al.,  2008),  protección  contra  factores  de  estrés  ambiental  

como   puede   ser   radiación   UV,   cambios   de   pH,   estrés   osmótico   y   desecación  

(Bogino  et  al.,  2013).  

  

El  proceso  de   formación  de  biopelícula  ocurre  en  varias  etapas  que   incluyen:   (i)  

proceso  de   fijación  de  células  a   la  superficie  reversible,   (ii)  seguido  de   la   fijación  

irreversible  formando  una  monocapa  de  células,  (iii)  desarrollo  de  microcolonias,  (iv)  

maduración  de  la  biopelícula  y  finalmente  (v)  dispersión  de  la  biopelícula  (Wolska  et  

al.,  2015;;  Jamal  et  al.,  2018)  (Figura  7).  



17  
 

  
Figura  7.  Modelo  de  las  etapas  de  desarrollo  de  la  biopelícula.  (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  biopelículas,  se  considera  que  la  

movilidad  en  sí  misma  mejora  la  interacción  inicial  de  la  bacteria  incluso,  que  acelera  

la  adherencia  superficial  de  muchas  bacterias.  Otra  estructura,  es  el  pilus,  que  son  

apéndices   largos  que  se  encuentran  en   los  polos  de  algunas  células  bacterianas  

que  se  cree  atraen  bacterias  a   lo   largo  de   las  superficies  y  por  último  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  unión  se  estabiliza  y  se  inicia  

un  proceso  de  multiplicación  y  división  de  células  microbianas,  dado  a  través  de  una  

señalización   química   dentro   de   una  matriz   extracelular,   formando  microcolonias  

(Jamal   et   al.,   2018).   Las   células   dentro   de   la   biopelícula   son   fisiológicamente  

distintas   que  en  estado  planctónico   (Ramey  et   al.,   2004;;  Flemming  et  al.,   2010;;  

Flemming  et  al.,  2016).  Puesto  que  la  difusión  de  nutrimentos  vitaminas  o  cofactores  
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es  más  lenta,  el  resultado  es  una  comunidad  bacteriana  en  la  que  algunas  células  

son  metabólicamente   inactivas.  Además,   la   tasa  de  crecimiento  bacteriano  en   la  

biopelícula  está  influenciada  por  limitación  de  espacio  (López  et  al.,  2010).  En  las  

microcolonias   se   da   comunicación   intercelular,   que   estimula   rápidamente   la  

regulación  de   la  expresión  génica  permitiendo  una  adaptación   temporal,  como   la  

variación   fenotípica,   la   respuesta   a   gradientes   de   difusión   de   nutrimentos,   la  

modulación  de  su  metabolismo  en  función  de  su  posición  dentro  de  la  biopelícula  y  

la  capacidad  de  sobrevivir  en  condiciones  deficientes  de  nutrimentos  (Ramey  et  al.,  

2004;;  Garrett  et  al.,  2008).  

  

En   la   etapa   de   maduración   de   la   biopelícula,   se   requiere   la   transcripción   de  

diferentes  genes  en  comparación  con  los  del  estado  planctónico,  para  la  formación  

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  proteínas,  pero  otros  constituyentes  pueden  

estar  presentes  como  polisacáridos,  moléculas  de  ADN,  ARN,  iones  y  agua  (hasta  

97  %),   esta   última  a   la  que   se   le  atribuye  el   flujo   de  nutrimentos   dentro   de  una  

biopelícula  (Figura  8).  Aproximadamente  del  5  a  35%  del  volumen  de  la  biopelícula  

está  constituido  por  microorganismos,  el  resto  es  matriz  extracelular  (Jamal  et  al.,  

2018).    
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Figura  8.  Representación  de   los  principales  componentes  de   la  matriz  extracelular  de  una  
biopelícula.  polisacáridos,  proteínas,  DNA  distribuidos  entre  las  células  (Flemming  et  al.,  2010).  
  
  

La   dispersión   de   la   biopelícula   permite   a   las   bacterias   colonizar   otra   superficie,  

completando  su  proceso  de  desarrollo  (Bogino  et  al.,  2013),  sin  embargo,  a  medida  

que  la  biopelícula  prolifera,  aumenta  su  tamaño  y  las  células  que  se  encuentran  en  

las  capas  más  internas  pueden  tener  un  ambiente  desfavorable  al  no  tener  acceso  

a   nutrimentos,   sufrir   la   acumulación   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  planctónico.  Por  lo  tanto,  se  sugiere  que  el  proceso  de  

dispersión  es  un  proceso  altamente  regulado  que,  si  bien  se  han  descrito  redes  de  

señalización,   los   detalles   mecánicos   precisos   aún   son   desconocidos.   Algunos  

eventos  que  pueden  ocurrir  son  la  síntesis  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   formación   y   posterior   dispersión   de   la   biopelícula,   son   procesos   finamente  

controlados,  regulados  a  nivel  genético  y  por  señales  ambientales.  La  investigación  

actual  reconoce  a  la  detección  de  quórum  (QS),  al  di-­GMPc  y  a  los  pequeños  RNA  
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(sRNA)  como  lo  principales  reguladores  de  las  biopelículas  bacterianas.    (Fazli  et  

al.,  2014).  Datos  en  Azospirillum  reportan  que  el  di-­GMPc  tiene  un  papel  importante  

en   la  respuesta  quimiotáctica  y,  por  consiguiente,  en   la   formación  de  biopelícula.  

(Ramírez-­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).  Más   tarde,   se   describió   la  

celulosa  sintasa  dependiente  de  di-­GMPc  en   la  alfaproteobacteria  Agrobacterium  

tumefaciens,  lo  que  comprueba  que  el  di-­GMPc  no  es  una  molécula  cepa  específica,  

sino  que  tiene  una  amplia  distribución  filogenética  (Römling  et  al.,  2013). 

  

Después  de  su  descubrimiento,  se   identificaron  genes  que  codifican   las  enzimas  

responsables  de  su  síntesis  y  degradación,  denominadas  como  diguanilato  ciclasas  

(DGCs)  y  fosfodiesterasas  (PDEs),  respectivamente  (D’Argenio  &  Miller,  2004;;  Mills  

et  al.,  2011)  (Figura  9).  Estas  enzimas  responden  a  señales  internas  y  ambientales  

regulando  los  niveles  de  di-­GMPc  en  la  célula  (Jenal  et  al.,  2017).      

  

En  general,  el  di-­GMPc  estimula  la  biosíntesis  de  adhesinas  y  exopolisacáridos  que  

intervienen  en  la  formación  de  la  biopelículas,  controla  la  virulencia  de  patógenos,  

la  regulación  del  ciclo  celular,  entre  otras  funciones.  (Hengge,  2009,  Dahlstrom  &  

O’toole,   2017).   Un   incremento   en   los   niveles   celulares   de   di-­GMPc   estimula   la  

síntesis  de  adhesinas  y  componentes  de  la  matriz  que  conducen  a  una  formación  

de   biopelícula   interfiriendo   con   la   movilidad   y   la   virulencia,   mientras   que   la  

disminución  de  los  niveles  del  di-­GMPc  produce  los  fenotipos  opuestos,  es  decir,  

suprime  el  mantenimiento  de  adhesinas  extracelulares,  promoviendo  la  dispersión  

de   la  biopelícula  y   la  virulencia  bacteriana   (Hengge,  2009;;  Krasteva  et  al.,  2012)  

(Figura  7).    
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Figura  9.  La  síntesis  de  di-­GMPc.  La  cual  es  catalizada  por  las  DGCs  mediante  la  acción  de  sus  
dos  dominios  catalíticos  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.  Síntesis  de  di-­GMPc  
  

El  di-­GMPc  se  produce  en  una  reacción  de  condensación,  catalizada  por  las  DGCs  

a   través   de   la   acción   cooperativa   de   sus   dominios   catalíticos   conservados  

GG(D/E)EF.   Cada   monómero   GG(D/E)EF   se   organiza   de   forma   antiparalela   y  

contribuye  con  un  sustrato  GTP  (guanosín  trifosfato)  para  la  formación  de  un  enlace  

fosfoéster  con  otra  molécula  de  GTP  para  dar  lugar  a  la  molécula  di-­GMPc  (Römling  

&   Simm,   2009;;   Jenal   et   al.,   2017).   Los   subproductos   de   la   reacción   son   dos  

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

  

El  primer  dominio  GGDEF  se   identificó  en  1995  en  una  proteína  de  Caulobacter  

crescentus,   denominada   PleD,   descrita   como   regulador   global   que   controla   la  

transición  entre  el  estilo  de  vida  planctónico  y  una  fase  de  adherencia  del  ciclo  de  

vida  de  la  bacteria  (D’Argenio  &  Miller,  2004).  El  dominio  consta  de  170  residuos  de  

aminoácidos   aproximadamente   y   fue   designado   así   basado   en   su   motivo   de  
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secuencia   de   aminoácidos   característico   Gly-­Gly-­Asp-­Glu-­Phe,   altamente  

conservado  dentro  del  dominio  (Römling  &  Simm,  2009;;  Römling  et  al.,  2013).  Los  

primeros  dos  residuos  (Gly)  están  implicados  en  la  unión  de  GTP,  el  tercer  residuo  

(Asp/Glu)  es  indispensable  para  la  catálisis  y  el  cuarto  (Glu)  en  la  coordinación  de  

iones  metálicos.  El  sitio  activo  (sitio  A),  que  corresponde  a  este  motivo  GGDEF  está  

involucrado  en   la   unión  a  GTP  y   requiere  de  Mg2+   o  Mn2+   para   la   formación  del  

enlace  fosfoéster  (Römling  et  al.,  2013).  De  manera  adicional  las  DGCs  son  sujetas  

a   inhibición   por   retroalimentación,   en   la   cual   el   di-­GMPc   se   une   a   un   sitio   de  

inhibición   llamado  sitio   I,   caracterizado  por  ser  un  motivo  de  cuatro  aminoácidos  

RxxD,   encontrado   cinco   aminoácidos   río   arriba   del  motivo  GG(D/E)EF   (Hengge,  

2009).  Además  del  GGDEF,  se  han  encontrado  DGCs  activas  con  motivos  GGEEF,  

AGDEF  (Dahlstrom  &  O’toole,  2017).    

  

3.3.   Degradación  de  di-­GMPc  
  

Las   fosfodiesterasas,   son   las   enzimas   encargadas   de   degradar   el   di-­GMPc.   La  

catálisis  es  llevada  a  cabo  mediante  un  ataque  hidrolítico  sobre  el  enlace  fosfoéster  

(Römling  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  

aminoácidos  y  la  primera  de  este  tipo,  fue  descrita  en  una  proteína  de  Bordetella  

pertussis,  BvgR,   la  cual  actúa  como   reguladora  de  genes  (revisado  en  Ramírez-­

Mata  et   al.,   2014).   Estas   fosfodiesterasas,   hidrolizan   el   di-­GMPc   produciendo   el  

dinucleótido   lineal  de  5'-­O-­phosphonoguanylyl-­(3'-­>5')-­guanosine  (5-­pGpG)  (Jenal  

et  al.,  2017).  El  proceso  catalítico  requiere  de  Mg2+  y  Mn2+  y  es  inhibido  por  Ca2+  

(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  (Römling  &  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  función  de  las  DGCs  y  

PDEs,   sus   funciones   fisiológicas   aún   no   son   claras.   Solo   algunas   señales   de  

entrada  se  han  identificado  como  oxígeno,  luz,  óxido  nítrico,  nutrimentos  (Jenal  et  

al.,  2017).  

  
3.4.   Efectores  

  
Las  enzimas  responsables  de  la  síntesis  y  degradación  del  di-­GMPc  son  fácilmente  

identificables   por   sus   dominios   característicos,   sin   embargo,   debido   a   la   gran  

diversidad   del   di-­GMPc   sobre   la   fisiología   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   proteínas   que   contienen  

dominio   PilZ,   proteínas   que   contienen   dominios   degenerados   GGDEF   y   EAL,  

receptores  de  sitio   I   y  otros  que   incluyen   reguladores   transcripcionales  como   los  

riboswitches  (Schirmer  &  Jenal,  2009;;  Jenal  et  al.,  2017).  

  
Las  proteínas  con  dominio  PilZ,  uno  de  los  más  estudiados,  se  encuentra  unido  al  

carboxilo   terminal   de   los   dominios  GGDEF,  EAL   y/o  HD-­GYP,   o   vinculado   a   un  

dominio   enzimático   modulado   por   el   segundo   mensajero   y   que   participa   en   la  

biosíntesis   de  una  molécula   particular   como   por   ejemplo   el   alginato   (Hay  et   al.,  

2009).   Estudios   bioinformáticos   y   bioquímicos   revelan   la   presencia   de   dos  

secuencias   cortas   que   comprenden   el   dominio   consenso   de   PilZ,   RxxxRx  

(D/N)x(S/A)xxG.   Un   análisis   estructural   reveló   que   se   producen   cambios  

conformacionales  durante  la  unión  de  la  proteína  tipo  PilZ  y  el  di-­GMPc  (Römling  &  

Simm,  2009).  Otro  de  los  dominios  que  se  considera  receptor  es  el  sitio  I,  en  donde  

el   dominio   GGDEF   no   está   conservado   y   carece   de   actividad   enzimática,   sin  

embargo,   mantiene   la   capacidad   de   unirse   al   di-­GMPc,   en   ciertas   DGCs  

degeneradas  (Mills  et  al.,  2011).  Otros  dos  tipos  de  proteínas  efectoras  son  FleQ  y  

PelD  de  Pseudomonas  aeruginosa,  donde  en  la  primera  su  actividad  se  reduce  al  

unirse  a  di-­GMPc  y  la  otra  actúa  de  forma  contraria  activándose  por  su  unión  al  di-­
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GMPc  a  través  de  un  sitio  similar  al  motivo  del  sitio  I  (Hengge,  2009).  El  di-­GMPc  

también   puede   unirse   a   riboswitches,   los   cuales   son   moléculas   de   RNA,   que  

adoptan  una  estructura  secundaria.  Posteriormente  a  la  unión  con  el  RNAm  cambia  

su  estructura  secundaria,  lo  que  ocasiona  cambios  en  la  transcripción,  estabilidad  

del  RNAm  o  la  traducción  de  éste  (Römling  et  al.,  2013).  

  
3.5.     Proteínas  Híbridas  

  
Análisis  bioinformáticos  muestran  que,  aunque  los  dominios  GGDEF  y  EAL  tienen  

actividades  opuestas,  una  proteína  puede  tener  ambos  dominios,  estas  proteínas  

se  denominan  proteínas  híbridas  (Dahlstrom  &  O’toole,  2017;;  Ramírez-­Mata  et  al.,  

2018).   Existen   dos   posibilidades   de   explicar   la   existencia   de   dos   dominios   con  

actividades  enzimáticas  opuestas  en  la  misma  proteína.  La  primera  es  que  ambos  

dominios  pueden  ser  enzimáticamente  activos,  sin  embargo,  son  diferencialmente  

regulados   de   acuerdo   a   señales   intracelulares   o   ambientales.   La   segunda  

posibilidad  es  que  uno  de  los  dominios  sea  enzimáticamente  inactivo  y  tenga  otra  

función   como   la   unión   del   sustrato,   por   ejemplo,   la   unión   de  GTP   al   sitio   A   del  

dominio  GGDEF  inactivo,  lo  que  pueda  ocasionar  la  activación  de  otro  dominio  que  

se  encuentre  río  abajo  a  éste  (Römling  et  al.,  2013).  

  

Realizando  un  estudio  de  las  proteínas  con  dominios  GGDEF  y  EAL  con  diferentes  

genomas   de  Azospirillum   se   identificaron   dos   tipos   de   proteínas   híbridas.   En   el  

primer   tipo   de   proteínas   híbridas,   los   dominios   cuentan   con   la   secuencia   de  

aminoácidos  altamente  conservada  sugiriendo  que  tienen  ambas  actividades  DGC  

y  PDE.  En  contraste,  el   segundo   tipo  de  proteínas  híbridas   tienen  dominios  EAL  

conservados,  pero  GGDEF  degenerados,  por  lo  que  se  presume  que  son  proteínas  

enzimáticamente   inactivas   (Schirmer   &   Jenal,   2009;;   Ramírez-­Mata  et   al.,   2018).  

Para  el   caso  específico  de  A.  brasilense  Sp245  se  han   identificado  35  proteínas  

involucradas   en   la   regulación   del   di-­GMPc   de   las   cuales   20   son   proteínas   con  

dominio  único  GGDEF,  5  con  dominio  único  EAL  y  10  proteínas  híbridas  (Ramírez-­

Mata  et  al.,  2018).  
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Además  de  contener  estos  dominios  relacionados  al  di-­GMPc,  las  proteínas  pueden  

monitorear  señales  del  medio  ambiente  mediante  otros  dominios  de  señalización,  

incluidos  los  PAS,  CACHE,  CHASE  que  probablemente  reciben  señales  del  entorno  

las  cuales  se  traducen  en  una  alteración  de  la  actividad  enzimática  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).  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Figura  10.  Diferentes  dominios  de  señalización  encontrados  en  proteínas  de  la  superfamilia  
GGDEF  y  EAL  /  HD-­GYP.  Éstas  contienen  una  variedad  de  dominios  sensoriales  que  probablemente  
regulen  la  actividad  de  los  dominios  enzimáticos  en  función  de  las  señales  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  

periplásmicas,  CHASE  está  formado  aproximadamente  de  200  a  300  aminoácidos,  

y  se  ubica  exclusivamente  entre  dos   regiones   transmembranales  como  parte  del  

extremo  N  terminal  de  adenilato  ciclasas,  diguanilato  ciclasas  y  cinasas  histidínicas  

(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;;  Ramírez-­Mata  et  al.,  2018).  

  

El  dominio  CHASE  se  ha  encontrado  en  dos  proteínas  de  señalización  que  controlan  

el  desarrollo  en  la  amoeba  Dictyostelium  discoideum;;   la  histidin  cinasa  DhkA  y  la  

adenilil   ciclasas   ACG.   La   cinasa   DhkA   detecta   un   pequeño   péptido,   el   cual   es  

liberado  por   las  células  en   tallo,   y  desencadena   la  esporulación,  en   tanto  que   la  

cinasa  ACG  controla  la  germinación  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  raíz  (Mougel  &  Zhulin,  2001).  
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4.  ANTECEDENTES  DIRECTOS    
  

En  el  laboratorio  de  la  Interacción  Bacteria-­Planta  del  CICM  ICUAP,  se  realizó  un  

análisis   bioinformático   del   genoma   de   A.   brasilense   Sp245,   como   se   indicó   se  

predicen  10  genes  que  codifican  para  proteínas  con  ambas  actividades,  DGCs  y  

PDEs   (Ramírez-­Mata   et.   al.   2018).   Debido   a   la   característica   de   estos   últimos  

genes,   cuyos   productos   de   traducción   tendrían   presuntivamente   dualidad   de  

actividades,   tanto   de   síntesis   y   degradación   del   di-­GMPc,   es   de   relevancia   su  

estudio  y  conocimiento  para  comprender  la  participación  que  el  di-­GMPc  tendría  en  

los   diferentes   mecanismos   de   interacción   bacteria-­planta.   Por   lo   que   Gamboa-­  

Peréz,  en  2014  inició  con  el  estudio  de  algunos  genes,  uno  de  ellos,  el  gen  dgcD,  

seleccionado   por   la   particular   arquitectura   observada   en   los   dominios   que  

constituyen   la   traducción  del   gen.  El   estudio   se   inició   con   la   generación  de  una  

mutante  por  inserción  de  un  casete  de  resistencia  a  Kanamicina  (dgcD::KmR)  tanto  

en   A.   brasilense   Sp7,   como   en,   A.   brasilense   Sp245.   Más   tarde,   se   realizó   un  

análisis   fenotípico   de   ambas  mutantes,   comparándolas   con   las   cepas   silvestres  

(Ramírez-­Mendoza,  2016).  Dicho  análisis  mostró  que  la  mutante  de  A.  brasilense  

Sp245  presentó  una  disminución  considerable  en  la  formación  de  biopelícula  y  un  

ligero  aumento  en  la  movilidad  con  diversos  quimioatractantes.  Con  la  finalidad  de  

confirmar   la   contribución  del   gen  dgcD   en   el   fenotipo   observado,   en  el   presente  

trabajo   se   restauró   el   fenotipo   silvestre   de  A.   brasilense   Sp245   con  un  gen  que  

codifica   para   una   proteína   con   ambas   actividades   diguanilato   ciclasa   (DGC)   y  

fosfodiesterasa  (PDE),  mediante  la  complementación  en  trans  de  la  cepa  mutante  

isogénica   dgcD::KmR   de   A.   brasilense   Sp245   y   con   ello,   analizar   los   fenotipos  

resultantes.  
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5.  JUSTIFICACIÓN  
  

En  la  actualidad  se  busca  el  desarrollo  del  campo  con  la  implementación  de  nuevas  

técnicas   que   promuevan   el   crecimiento   de   los   cultivos   y   a   su   vez   reduzcan   la  

contaminación  del  ambiente  por  el  uso  de  fertilizantes  y  químicos,  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  colonización  exitosa  de  Azospirillum  a  la  planta  han  

abierto  una  nueva  línea  de  investigación,  la  cual  nos  permitirá  elucidar  y  conocer  a  

fondo  los  mecanismos  por  los  cuales  estas  bacterias  interactúan  con  las  plantas.  

Para  entender  estos  mecanismos,  es  necesario  conocer  la  función  del  di-­GMPc  y  la  

manera  en  la  que  interviene  en  la  regulación  de  diversos  procesos  de  la  bacteria,  

entre   los  cuales  se  encuentra   la  biosíntesis  de  exopolisacáridos,   la   formación  de  

biopelícula,  y  el  control  de  la  transición  de  la  movilidad  de  la  bacteria  al  estado  sésil.    

   

Lo  anterior  explica  el  interés  sobre  el  estudio  fenotípico  resultante  de  la  regulación  

de  los  niveles  de  di-­GMPc  dados  por  la  actividad  de  una  diguanilato  ciclasa  (DGC)  

o  una  fosfodiesterasa  (PDE)  presente  en  la  proteína  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  análisis  bioinformático  del  gen  dgcD  y  su  promotor.  

  

2.   Construir  el  cósmido  pVKPdgcD.  

  

3.   Determinar   la   movilidad   y   cuantificar   la   formación   de   biopelícula   y   la  

producción   de   exopolisacáridos   de   las   cepas   A.   brasilense   Sp245,  

mutante  12-­A  y  dgcD::KmR(pVKPdgcD).    
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7.  ESQUEMA  EXPERIMENTAL  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
     

Análisis  fenotípicos  

Análisis  y  comparación  de  
resultados  

  

Diseño  de  Iniciadores  

PCR  

Clonación  en  el  vector  
pVK100    

Transformación  del  
cósmido  en  E.  coli  S17.1    

Conjugación  de  E.  coli  S17.1  (pVKPdgcD)  
y  A.  brasilense  dgcD::KmR  

Exopolisacáridos  

Análisis  de  secuencia  y  
promotor  del  gen  dgcD  

Movilidad  Formación  de  biopelícula  
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8.  MATERIALES  Y  MÉTODOS  
  

8.1.  Material  biológico    
  

Tabla  1.  Material  biológico  utilizado  en  este  trabajo.    
  

  
  
  
  
Tabla  2.  Vectores  empleados  en  este  trabajo.  
  

Plásmido   Descripción   Referencia  
PGEM-­TEasy   f1  ori,  ori,  AmpR,lacZa,  Promoter:  T7,  lac,  SP6.   Promega  
pVK100   Contiene  el  sitio  cos  del  fago  λ,  únicos  sitios  de  

restricción:  (H)  HindIII  (S)  SalI  (R)  EcoRI  (Hp)  
HpaI  (X)  XhoI,  TcR  y  KmR.  De  amplio  rango  de  
hospedero.  

Knauf  &  Nester  1982  

  

pVKPdgcD   Contiene  insertado  el  gen  dgcD  con  su  presunto  
promotor,  interrumpiendo  al  gen  de  resistencia  a  
Km.    TcR.  

Este  trabajo  

  
  
  

Cepa   Descripción   Referencia  
Escherichia  coli  DH5a   F-­   endA1   glnV44   thi-­1   recA1   relA1   gyrA96  

deoR  nupG  Φ80dlacZΔM15  Δ(lacZYA-­argF)  
U169,  hsdR17(rK-­  mK+),  λ–  

Hanahan,  1983  

Escherichia  coli  S17.1   recA   thi   pro   hdsR4   (rK-­   mK+)   (RP4-­2T::M-­
Km::Tn7)  Tpr  Smr      λpir  

Simon  et  al.  1983  

  
Escherichia  coli  S17.1   pRK2013   (KmR   RK2-­mob+   RK2-­tra+),  

plásmido  de  transferencia  para  conjugación  
triparental,  SmR,  KmR  

  

Figurski  &  Helinski,  
1979  

A.  brasilense  Sp245   Cepa  silvestre  aislada  de  la  superficie  estéril  
de  las  raíces  de  trigo,  (Brasil)  

Baldani  et  al.  1986  

  
A.  brasilense  D-­12A   Mutante  dgcD::KmR  de  A.  brasilense  Sp245  

  
Gamboa-­Pérez,  

2014  

A.  brasilense  C-­56A   A.  brasilense  D-­12A  (pVKPdgcD)  KmR,  TcR  
  

Este  trabajo  

A.  brasilense  C-­40A   A.  brasilense  D12-­A  (pVK100)  KmR,  TcR  
  

Este  trabajo  
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Tabla  3.  Iniciadores  usados  en  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   y   la   cepa   control  C-­40A  que   contiene  el   cósmido  que   fue   usado  para  

complementar  (pVK100)  introducido  en  la  mutante  dgcD::KmR  (Tabla  1).  Las  cepas  

se   sembraron   en   los   medios   correspondientes   al   ensayo   con   su   antibiótico   de  

selección.   Mutante   D-­12A:   Kanamicina   (Km)   50µg/ml,   C-­56A:   Km   50µg/ml   y  

Tetraciclina  (Tc)  15µg/ml,  C-­40A:  Km,  50µg/ml  y  Tc  a  15µg/ml.  Las  cuatro  cepas  

fueron  sembradas  en  medio  mínimo  K-­Malato  e  incubadas  durante  18h  a  30  ºC  con  

agitación  constante  a  150  rpm.  Transcurrido  el  tiempo,  se  observó  su  morfología  al  

microscopio,  células  de  forma  vibroide  y  con  movilidad  en  espiral,  posteriormente  

se  resembraron  en  medio  líquido  Luria-­Bertani  Modificado  (LB*,  10  mM  NaCl,  10mM  

MgCl2,  10mM  CaCl2)  incubadas  también  a  30  ºC,  150  rpm  durante  18h  y  en  placas  

Iniciador   Secuencia  5’-­  3’   Características   Referencia  
Mutación  del  gen  
dgcD  
4571RC  
4571DC  
  
  

  
  

GTGGCGGGGCGATGGGGAAGG  
GCGGCTGGGTGCGGGACAAC  

  
  

Tm=  69.7  ºC,GC=76%  
Tm=  66.2  ºC,  GC=75%  

(3668  pb)  

  
  

Gamboa-­
Pérez,  2014  

Complementación  
del  gen  dgcD  
F-­ORF210  
  
  
R-­ORF210  

  
  

AGAAAGCTTAGATCCTGGGCATGATCGAG  
  
  

AGCCTCGAGAGAAGGCGTGGTGACCTTTC  
  
  

  
  

Tm=  61.3  ºC,  
GC=55.3%,SR=HindIII  

Tm=  66.3  ºC,  
GC=58.6%,SR=XhoI  

(3070  pb)  

  
  

Este  trabajo  

Secuenciación  
M13fwd  
M13rev  
  

  
GTAAAACGACGGCCAGT  
CAGGAAACAGCTATGAC  

  
Tm=  60  ºC,  GC=53%  
Tm=  60  ºC,  GC=47%  

  

Secuenciación  
R-­Ce210  
  

  
CAGGAACAGCTCCCGATTCT  

  
Tm=  56.9  ºC,  GC=55%  

  
Este  trabajo  

Secuenciación  
RC2-­Ce210  
  

  
CAGCAGATCCAGTTCCGTCT  

  
Tm=  56.8  ºC,  GC=55%  

  
Este  trabajo  
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con  medio  Rojo  Congo   (RC),   éstas   se   incubaron   a   30   ºC,   después   de   48  h   de  

incubación,  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  líquido  Luria-­Bertani  e  incubadas  a  37  ºC  a  150  rpm  por  18  

horas.  E.  coli  DH5a  fue  sembrada  sin  antibiótico  y  E.  coli  S17.1  con  Estreptomicina  

(Sm)  20µg/ml.  

  
8.2.  Técnicas  de  biología  molecular    
  
8.2.1.  Extracción  de  DNA  genómico  (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   ºC   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  decantó  el  medio  restante  y  se  obtiene  el  paquete  celular.  El  paquete  celular  se  

resuspendió  con  500  μl  de  buffer  TE,  30  μl  de  SDS  20%  y  3  μl  de  pronasa  E  (10  
mg/ml)  y  se  incubó  1h  a  37  ºC.  Se  agregó  100  μl  de  NaCl  3M  y  80  μl  de  una  solución  

alcalina  de  CTAB  al  10  %  y  se  incubó  a  65ºC,  10  min.  Posteriormente  se  agregaron  

500  μl  de  una  mezcla  de  cloroformo-­alcohol  isoamílico  (24:1)  y  se  centrifugó  5  min  

a  12,000  rpm.  Se  transfirió  la  fase  acuosa  a  otro  tubo  limpio  y  se  repitió  lo  anterior,  

agregando  500  μl  de  cloroformo-­alcohol  isoamílico  (24:1)  y  centrifugando  5  min  a  

12,000  rpm.  Se  volvió  a  transferir   la  fase  acuosa  a  otro  tubo  eppendorf  y  se  lavó  

nuevamente  con  cloroformo-­alcohol   isoamílico   (24:1).  Una  vez   limpio  el  DNA,  se  

agregaron  1.5  volúmenes  de  Etanol  100  %,  y  se   incubó  a  -­80  ºC  por  15  min.  Se  

centrifugó   a   10,000   rpm   durante   15   min   y   se   eliminó   el   sobrenadante   por  

decantación,  cuidando  no  perder  el  DNA.  Obtenido  el  DNA  al  fondo,  se  lavó  con  800  

μl  de  etanol  al  70  %  centrifugando  a  10,000  rpm  durante  10  min,  2  veces,  se  eliminó  

el   etanol   y   se   evaporó   al   colocar   el   tubo   eppendorf   con   la   tapa   abierta,   en   un  

termoblock  a  37  ºC  por  5-­10  min.  Quedando  únicamente  el  DNA  al  fondo  del  tubo,  

se  resuspendió  en  30  μl  de  RNAsa  (100  μg/ml)  y  se   incubó  a  37  ºC  por  30  min.  

Finalmente   se   realizó   una   electroforesis   con   3-­5   μl   de   muestra   de   DNA   para  
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corroborar  la  calidad  de  la  extracción  genómica  y  el  resto  de  la  muestra  se  almacenó  

a  -­20  ºC.  

  
8.2.2.  Extracción  de  DNA  plasmídico  
  

Con  1  o  2  colonias  tomadas  de  un  cultivo  en  RC,  se  inoculó  5  ml  de  LB*  y  se  incubó  

por  18h  a  30  ºC  en  agitación  constante  (150  rpm),  del  cultivo,  se  tomó  de  3  a  5  ml  y  

se  centrifugó  a  10,000  rpm  por  3  min;;  se  decantó  el  sobrenadante  y  se  obtuvo  el  

paquete  celular  en  el  fondo  del  tubo.  Se  resuspendió  el  paquete  celular  en  300  μl  

de  solución  de  lisis  alcalina  I  (Tris-­HCl  10  mM  (pH  8.0);;  EDTA  1  mM)  y  se  agregó  

400  μl  de  solución  de  lisis  alcalina  II  (NaOH  200  mM;;  SDS  1%),  se  mezcló  bien  y  se  

colocó  el  tubo  a  -­20  ºC  10  min.  Se  agregaron  300  μl  de  solución  alcalina  III  (Acetato  

de   potasio   3.0   M   pH   5.5)   fría,   se   mezcló   y   mantuvo   a   -­20   ºC   por   15   min.  

Posteriormente  se  centrifugó  a  12,000  rpm,  15  min,  y  el  sobrenadante  se  transfirió  

a   un   nuevo   tubo,   se   agregaron   200   μl   de   fenol   y   200   μl   de   cloroformo:alcohol  

isoamílico   (24:1),   mezclando   bien   y   centrifugando   por   5   min   a   10,000   rpm.   El  

sobrenadante   se   colocó   en   otro   tubo   eppendorf   y   se   agregó   400   μl   de  

cloroformo:alcohol   isoamílico   (24:1),   se   mezcló   por   inversión   y   se   centrifugó   a  

10,000  rpm  durante  5  min;;  este  procedimiento  se  repitió  hasta  que  la  interfase  era  

clara.   Posteriormente   se   separó   el   sobrenadante   en   un   tubo   eppedorf   y   se  

agregaron  0.6  volúmenes  de  isopropanol,  se  mezcló  bien  la  solución,  invirtiendo  el  

tubo   varias   veces   y   se   dejó   precipitar   por   10   min   a   temperatura   ambiente.  

Transcurrido  el  tiempo,  se  centrifugó  a  10,000  rpm  durante  15  min  y  se  recuperó  el  

DNA.  Se  eliminó  el  sobrenadante  y  el  DNA  que  permanece  al   fondo  del   tubo,  se  

lavó,  agregando  800  μl  etanol  al  70%  y  centrifugando  5  min  a  10,000  rpm.  Este  paso  

se  repitió  una  vez  más.  Se  eliminó  por  decantación  el  etanol  y,  se  evaporó  al  colocar  

el   tubo   con   la   tapa   abierta,   en   un   termoblock   a   37   ºC   de   5   a   10  min.   Dejando  

únicamente  el  DNA  en  el  tubo,  éste  se  resuspendió  en  30  μl  de  RNAsa  (100  μg/ml)  

y  se  incubó  30  minutos  a  37  ºC.  Finalmente  se  realizó  la  electroforesis  con  3-­5  μl  de  

muestra  de  DNA  plasmídico,  para  comprobar  la  calidad  de  la  extracción  y  el  resto  

de  muestra  se  almacenó  a  -­20  ºC  (Sambrook  &  Russell,  2001).  
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8.2.3.  Condiciones  para  la  amplificación  del  gen  dgcD    
  

Se   llevó  a  cabo   la  amplificación  del  gen  dgcD  usando   los   iniciadores  4571  DC  y  

4571   RC   (Tabla   3)   para   la   comprobación   de   la   mutación.   Bajo   las   condiciones  

siguientes:   DNA   2ng,   dNTP’s   4   mM,   DMSO   1.5X,   iniciador   delantero   0.5   μM,  

iniciador  reverso  0.5  μM,  Taq  Pol  0.5  U,  Buffer  2.5  μl,  MgCl2  1.2mM,  H2O  (7.3  μl)  

(Figura  11).  

    
Figura  11.  Condiciones  de  PCR  establecidas  para  la  amplificación  del  gen  dgcD.  Programa  de  
PCR  empleado  para  la  obtención  del  amplificado  del  gen  dgcD  con  los  dos  iniciadores  4571  DC  y  
4571  RC  para  la  comprobación  de  la  mutación  (Gamboa-­Pérez,  2014).    
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8.2.4.  Condiciones  para  la  amplificación  del  gen  dgcD  con  su  presunto  
promotor.    

  
La  amplificación  del  gen  dgcD  con  su  presunto  promotor  se  llevó  a  cabo,  usando  los  

iniciadores  F-­OR210  y  R-­ORF210  (Tabla  3),   se  estandarizó  bajo   las  condiciones  

siguientes:  DNA  2ng,  dNTP’s  4  mM,  DMSO  1X,  iniciador  delantero  1.0  μM,  iniciador  

reverso  1.0  μM,  Taq  Pol  0.3  U,  Buffer  2.0  μl,  MgCl2  1.25mM,  H2O  (7.45  μl)  (Figura  

12).  

  

  

  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
Figura  12.  Condiciones  de  PCR  establecidas  para  la  amplificación  del  gen  dgcD  incluyendo  el  
promotor.    Programa  de  PCR  empleadas  para   la  obtención  del  amplificado  del  gen  dgcD  con  su  
presunto  promotor,  empleando  los  iniciadores  F-­ORF210  y  R-­ORF210.  
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8.2.5.  Construcción  del  cósmido  pVKPdgcD  
  

La   complementación   de   la   mutante   D-­12A   se   realizó   en   trans,   con   el   cósmido  

pVKPdgcD.  Se  realizó  un  análisis  bioinformático  para  la  búsqueda  de  un  probable  

promotor  y  una  vez   identificado  se  diseñaron   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  plásmido  pGEMPdgcD  el   cual   fue   incorporado  en  E.  coli  

DH5a  mediante  transformación  química.  La  selección  fue  en  medio  LB  adicionado  

con  Ampicilina  (100µg/ml)  y  X-­Gal  (50µg/ml)  y  a  las  posibles  clonas  que  tienen  el  

plásmido,  se  les  hizo  extracción  plasmídica  para  comprobar  su  presencia  mediante  

corte  con  la  enzima  de  restricción  SalI  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   XhoI   y   HindIII   para   obtener   el   cósmido   pVKPdgcD   el   cual  

mediante  transformación  química  fue  incorporado  en  E.  coli  S17.1.  La  selección  fue  

en  medio  LB  adicionado  con  Tetraciclina  (15µg/ml).  La  complementación  se  obtuvo  

por  conjugación  triparental  como  se  describe  a  continuación.    

  

  

8.3.  Conjugación  bacteriana  
  

Para  realizar  la  conjugación  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  antibiótico  de  selección  e  incubadas  durante  18h  

con  agitación  a  150  rpm  a  30ºC  las  cepas  de  A.  brasilense  y  a  37ºC  las  cepas  de  E.  

coli.  A  partir  de  los  precultivos,  en  el  caso  de  la  cepa  receptora,  se  sembraron  50  μl  

en  un  tubo  con  5ml  de  LB  modificado  sin  antibiótico  y  se  incubó  a  30ºC  con  agitación  

a  150  rpm  hasta  alcanzar  una  densidad  óptica  a  600  nm  (DO)  de  1.0  y,  las  cepas  

donadora  y  ayudadora,  se  sembraron  15  μl  de  precultivo  en  un  tubo  con  1.5  ml  de  

medio  LB  modificado  sin  antibiótico  y  se  incubaron  a  37ºC  sin  agitación,  hasta  que  
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alcanzaron  una  DO600  de  0.6-­0.8,  de  la  cepa  receptora  se  tomó  1  ml  de  cultivo  y  se  

centrifugó   a   7500   rpm   durante   3  min,   se   decantó   el   sobrenadante   y   el   paquete  

celular  se  resuspendió  con  100  μl  de  medio  LB  modificado  fresco.  Posteriormente  

en  una  placa  con  medio  D,  se  inoculó  20  μl  de  la  cepa  receptora  y  se  dejó  absorber  

por  10  min,  sobre  ésta  se  adicionó  10  μl  de  la  cepa  ayudadora  y  se  dejó  absorber  

para  finalmente  inocular  10  μl  de  la  cepa  donadora.  Esto  se  repitió  en  cinco  puntos  

de  la  placa.  La  placa  se  incubó  durante  48  h  a  30  ºC,  pasado  este  tiempo,  se  tomó  

el  crecimiento  de  los  puntos  de  contacto  entre  las  tres  cepas  en  un  tubo  con  1  ml  de  

medio   mínimo   con   malato   y   se   agitó   con   vórtex   para   disociar   la   asociación  

bacteriana.  Se   tomaron  100  μl  del  cultivo  concentrado  para  diluirlo  en  900  μl  de  

medio  mínimo  K-­malato  (dilución  10-­1);;  después  para  la  dilución  siguiente  (10-­2)  se  

tomaron  100  μl  de   la  suspensión  10-­1  y  se  diluyó  en  900  μl  de  medio  mínimo  k-­

malato,  y  así  sucesivamente  hasta  la  dilución  10-­3.  Se  tomaron  100  μl  del  cultivo  de  

cada  una,  tanto  del  concentrado  como  de  las  diluciones  para  dispersarlos  cada  uno  

en  una  placa  de  medio  mínimo  con  malato  adicionado  con  Tc  (15  µg/ml)  y  Km  (50  

µg/ml)   e   incubadas   durante   24-­48   horas   a   30   ºC.   Transcurrido   el   tiempo   de  

incubación,   se   seleccionaron   las   transconjugantes   obtenidas   y   se   sembraron   en  

placas  de  medio  mínimo  con  malato  y  el  antibiótico  de  selección,  colocando  una  

cuadrícula  enumerada  en  la  base  de  la  placa.  Se  incubó  a  30  ºC  por  24  h.  Se  dieron  

2  pases  consecutivos  de  medio  mínimo  con  malato  y  el  antibiótico  de  selección  para  

la   eliminación   de   la   cepa   donadora,   y   posteriormente   en   medio   Rojo   Congo.  

Finalmente  se  sembraron  en  medio  mínimo  líquido  con  malato,  para  llevar  a  cabo  

una  extracción  genómica  o  plasmídica  según  sea  el  caso  y  realizar  la  comprobación  

de   la   transconjugante   por  PCR  y   cortes   con  enzimas  de   restricción   en  geles  de  

agarosa  a  la  concentración  indicada.  
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8.4.  Ensayos  fenotípicos    
  

8.4.1.  Ensayo  de  Biopelícula  
  

Condiciones  de  crecimiento  para  de  los  ensayos  de  biopelícula:  Las  cepas  fueron  

sembradas  en  medio  LB*  para  el  precultivo  y  posteriormente  sembrada  en  medio  

Nfb   (Nitrogen   fixation   biological)   con   una   relación   carbono/nitrógeno   de   2,  

empleando  ácido  málico  como  fuente  de  carbono  y  nitrato  de  potasio  (KNO3)  como  

fuente  de  nitrógeno  (Arruebarrena  Di  Palma  et  al.,  2013).  

A  partir  de  un  cultivo  previamente  crecido  durante  3  días  a  30  ºC  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  incubó  a  30  

ºC  y  150  rpm,  aproximadamente  16h.  Hasta  que  el  cultivo  alcanzó  la  densidad  óptica  

a  600nm  (DO)  de  1.1  a  1.4.  Se  tomó  entonces,  1  ml  de  cultivo  en  un  tubo  eppendorf  

y  se  centrifugó  a  8,000  rpm  durante  3  min,  se  decantó  el  sobrenadante  y  el  paquete  

celular  que  queda  al  fondo  del  tubo  se  resuspendió  en  buffer  de  fosfatos  [(BF),  66  

mM   pH   6.8],   se   obtuvo   una   DO600   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   suspensión  DO   de   2.0,   se   realizó   una   dilución   1:100,   se   tomaron   90   μl   y  

agregaron  a  un  tubo  con  9  ml  de  medio  Nfb  (relación  C/N=2).  Esos  9  ml  se  agitaron  

con  vórtex  y  se  colocaron  8  ml  en  una  placa  de  cultivo  celular  (SARSTEDT  24  pozos)  

distribuidos  en  4  pozos  con  2  ml  cada  uno.  Esto  último  se  realizó  por  duplicado  para  

poder  inocular  dos  placas,  una  que  se  usó  para  determinar  la  unión  de  Cristal  Violeta  

(CV)  a  la  biopelícula  y  la  otra  para  hacer  la  determinación  de  proteínas  totales.  Cada  

placa  fue  inoculada  con  2  cepas,  cada  cepa  tiene  3  réplicas  y  9  pseudoréplicas.  Se  

incubó   por   3   días   a   30   ºC   en   condiciones   estáticas   y   en   cámara   húmeda.  

Transcurridos  los  3  días,  se  sacaron  las  placas  de  la  incubadora  y  a  una  de  ellas  se  

le  agregaron  500  μl  de  CV  al  0.5  %  a  cada  pozo  y  se  dejó  por  40  min  a  temperatura  
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ambiente.   Posteriormente,   el   medio   de   cultivo   se   decantó   y   eliminó   el   CV   no  

adherido  y  se  dejó  secar  sobre  un  papel  absorbente  durante  1  h.  Se  agregaron  2ml  

de  ácido  acético  al  33  %  y  se  resuspendió  cuidadosamente  para  homogenizar   la  

biopelícula  y  extraer  el  CV.  Para   finalizar,  se   tomaron  200  μl  de  cada  pozo  y  se  

colocaron  en  una  placa  para  medir  al  espectrofotómetro  a  una  longitud  de  onda  de  

595nm,  en  caso  necesario,  se  realizó  una  dilución  para  la  lectura.    

Nota:  La  biopelícula  se  normalizó  al  determinar  las  proteínas  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  concentración  de  NaCl  de  10  mM  y  se  

incubó  a  30ºC  y  150  rpm  durante  18  h.  Se  tomó  20  μl  del  cultivo  para  observarlo  al  

microscopio  y  después  20  μl  más,  para  inocular  a  20  ml  de  LB*  contenidos  en  un  

matraz  Erlenmeyer  de  50  ml  de  capacidad  y  se  incubó  18  h  a  30  ºC  con  agitación  a  

150  rpm.  Se  midió  la  DO600,  entre  0.5-­0.6  con  un  número  de  UFC/ml  de  7-­9x1011.  

  El  ensayo  de  movilidad,  se  realizó  en  el  medio  de  cultivo,  base  K  más  la  fuente  de  

carbono   a   evaluar,   preparado   el   mismo   día.   Cuando   el   medio   se   atemperó,   se  

complementó.   Se   adicionó   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  μl  en  un  matraz  Erlenmeyer  con  

10  ml  de  LB*  y  entonces  a  partir  de  éste,  se  inocularon  5  μl  del  cultivo  en  la  placa,  

se  dejó  la  placa  abierta  durante  5  min  e  incubó  a  30  ºC  en  condiciones  estáticas  y  

en  atmósfera  húmeda  durante  48  h.    

Al  final  se  realizaron  UFCs  del  matraz  donde  se  hizo  la  dilución,  para  corroborar  que  

realmente  se  inoculó  de  5  x105  a  106  UFCs  de  las  cepas  que  se  realizó  el  ensayo.  

Pasando  las  48  h,  se  midió  el  diámetro  del  crecimiento  quimiotáctico.  
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8.4.3.  Cuantificación  de  Exopolisacáridos  
  

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  incubó  por  18  h  a  30  ºC  en  agitación  constante,  150  rpm.  El  cultivo  debe  

alcanzar  una  DO600  1.1  a  1.4.  En  un  tubo  eppendorf,  se  alicuotó  1ml  del  cultivo  y  se  

centrifuga  8,000  rpm  durante  3  min,  se  decantó  el  sobrenadante  y  el  paquete  celular  

se  resuspendió  en  BF  66  mM  en  un  volumen  en  donde  se  obtuvo  una  DO  2.0,  de  

esta  suspensión,  se  realizó  una  dilución  1:100  con  medio  NFb  (relación  C/N=2),  en  

tal  caso  se  sembraron  tubos  con  3  ml  y  se  incubaron  en  condiciones  estáticas  a  30  

ºC  durante  3  días.  

Transcurridos  los  3  días,  se  recolectaron  las  células  por  centrifugación  a  10,000  por  

3  min  y  se  lavó  con  1ml  de  medio  NFb.  Luego  se  resuspendió  el  paquete  celular  en  

1  ml  de  NFb  más  Rojo  Congo  40  µg/mL.  (Se  le  agregan  40  µl  de  RC  a  1mg/mL)  y  

se  incubó  a  30  ºC  en  agitación  constante  150  rpm  durante  2  h.  Pasando  las  2  h,  se  

recolectaron   las   células   y   expolisacáridos   por   centrifugación  a   13,000   rpm  por   5  

minutos  y  el  sobrenadante  se  leyó  al  espectrofotómetro  a  una  longitud  de  onda  de  

490  nm.  

Para   calcular   la   concentración  de  EPS  que   se  unieron  al  RC  se  hizo   una   curva  

estándar  con  las  lecturas  de  una  solución  de  RC  en  NFb  de  0  µl/mL  hasta  40  µl/mL.    

Nota:  Tanto   biopelícula   como   EPS   se   normalizan   con   la   cantidad   de   proteínas  
totales.  
  

8.4.4.  Determinación  de  proteínas  totales  
  

A  partir  del  ensayo  de  biopelícula,  se  tomó  una  alícuota  del  cultivo  de  6  pozos,  como  

réplica,   para   la   cuantificación   de   proteínas   totales   por   el   método   de   Bradford  

(Bradford  Reagent   BIO-­RAD).   El   paquete   celular   se   lavó   2   veces   con   buffer   de  

fosfatos  [(BF)  10  mM]  y  al  final  se  resuspendió  en  1  ml  del  mismo.  Se  agregó  1  ml  

de  NaOH  1N  y  se  calentó  a  ebullición  por  5  min.  Se  dejó  enfriar  y  se  agregaron  2  ml  

de  HCl  0.5  M.  Del  volumen  total  final  (4ml)  se  tomó  1  ml  para  posteriormente  sonicar  
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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  diluyó  1:10  en  

un  volumen  final  de  150  µl,  se  adicionó  la  misma  cantidad  de  reactivo  de  Bradford,  

y  se  cuantificó  al  espectrofotómetro  a  una  longitud  de  onda  de  595  nm.  Se  calculó  

la   cantidad   de   proteínas   totales   a   partir   de   la   curva   estándar   de   proteínas   con  

albúmina  sérica  bovina  (BSA)  grado  biología  molecular  1  mg/mL.      

  
  

8.5.  Diseño  de  iniciadores  
  

Una  vez  que  se  identificó  el  presunto  promotor  del  gen,  se  diseñaron  iniciadores  F-­

ORF210   y  R-­ORF210   (Figura  13)   los   cuales   cuentan   cada  uno,   con  un   sitio   de  

restricción  en  su  secuencia  (Tabla  3).  

  

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

  
9.1.  Análisis  bioinformático  de  la  proteína  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  

proteína   con   946   aminoácidos;;   los   cuales   constituyen   diferentes   dominios  

identificados  mediante  el  programa  SMART  (Figura  14).  
  
  

  
  
Figura  14.  Representación  esquemática  de   los  dominios  de   la  proteína  DgcD.  Se  empleó  el  
programa   SMART   protein   que   predice   que   la   proteína   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  realizó  un  análisis  en  el  programa  

Phobius    para  localizarlas  (Figura  15).  
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Figura  15.  Análisis  de  la  proteína  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  análisis  bioinformático,  se  verificó  además  de  los  dominios,  la  localización  

y  tamaño  de  los  dominios  que  conforman  al  gen  dgcD.  Dicho  gen,  codifica  para  una  

de  las  diez  proteínas  híbridas  encontradas  en  A.  brasilense  Sp245  (Tabla  4,  Figura  

16).  
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Tabla  4.  Resultados  del  programa  SMART  protein  de  los  dominios  conservados  de  la  proteína  
DgcD.   Se   indica   donde   inicia   y   donde   termina   cada   uno   de   los   dominios   y   el   e-­value   de   cada  
secuencia. 
  

  
MGALEGRRSGVTGSFGTAMQRSSSPDPIDLAPSGSAADSVAVPKRLPLLALLAALLLTALA
WHDTRQRVAADAESRFALRVEELHRRFENQIQVYVQVTRSAAALFTAYPEVKRTEWNRFVD
GLHLAERFPGITAVAFARVADQWTSPELVTEARMDGLRNFRIWPESTGPVRLVTLYAAPVN
ERTLRTLGYDLLSEPVRRAAAEQARDSGEPAVTRAVALRLDEGEASPPAFIVFQAVYRDGL
SPATQERRRATFAGLVMTPIHVAPLAESVFGRMNDIAATVFEGRREFPLYRSRPEPSEQPL
LTASRDVTLGSRVWSVQYESRPSFEDAVDSWKPTLVLATGLSLSVLLSTLLWALAATRDRA
LVIARRITTSLRRRETELDLLFNQAPLGIALIGPDAKITDCNPAFARAVGVGRDGLIGIDT
KLRAQDPAVIAAIDAAIAGESVRLEVDRLLLAGGRHSHFSLHLQPVSTPGDPPFVMAFVED
IGDKRRAEQHIHYLAHYDPLTGLPNRVLLFDRIAQAARQARRDGGKVAVLFIDLDHFKVIN
DSLGHSFGDEVLRSVARRLHGGMRPTDTVGRLGGDEFLIVVPAIQKAAEAAAVAEKVLAQL
AAPFAIGGRNFVVSPSIGISLFPDDAEDAEGLIRCADIAMYNAKDAGRNAYRFVTREMGAR
SRERLDLEAALRRALQNRELFLVYQPQLRISDDLVVGVEALLRWRHPEAGLIMPNRFLPVA
EETGLIQPIGDWVLDEVCAQIGRWRDQIGLAVPVAVNVSAQQFRDGQLPAKVAAALDRNGL
QGWELEIEVTEGTLIDDIPSAIATLRALKQRGCLIALDDFGTGYSSLNYLHRFPIDKLKID
RSFIHDLEQDGAGDSIPRAIVGLGRSLGLSVVAEGVETEAQLQLLRSLKCESFQGYLFSRP
VLAEELEPILALRAARGHHASKVEPMARAPV 
  
Figura  16.    Secuencia  de  aminoácidos  de  la  proteína  de  DgcD  y  número  de  residuos  de  amino  
ácidos  de  cada  dominio.  Se  representa  con  colores  cada  dominio  de  la  proteína.  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  
Azospirillum   con   PleD   de   C.   crescentus   CB15   y   WspR   de   P.  
aeruginosa  PAO1.  

  

El  programa  clustal  omega  permitió  alinear  el  dominio  DGC  de  la  proteína  DgcD  con  

proteínas  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  

comparó   con  dominios  de  proteínas   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   función   se   encuentran  

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

  

  

  
WspR          SNRRHFDEYLEMEWRRSLREQSQLSLLMIDVDYFKSYNDTFGHVAGDEALRQVAGAIREG 80 
PleD          HNRRYMTGQLDSLVKRATLGGDPVSALLIDIDFFKKINDTFGHDIGDEVLREFALRLAS- 86 
BAI76528      PNRVLLYDRIAQALREARRDGTKVAVLFIDLDRFKIINDSLGHSFGDEVLRSVARRLQA- 79 
WP_045584990  PNRVLLYDRIAQALREARRDGSKLAVLFIDLDRFKVINDSLGHSFGDEVLRSVARRLQA- 79 
WP_014250090  PNRVLLFDRIAQALREARREGSKVAVLFIDLDRFKVINDSLGHSFGDEVLRSVARRLQA- 79 
WP_063635905  PNRVLLFDRIAQALREARREGSKVAVLFIDLDRFKVINDSLGHSFGDEVLRSVARRLQA- 79 
WP_063922630  PNRVLLFDRIAQAAREARRDGARVAVLFIDLDRFKIINDSLGHSFGDEVLRSVARRLHG- 119 
dgcD          PNRVLLFDRIAQAARQARRDGGKVAVLFIDLDHFKVINDSLGHSFGDEVLRSVARRLHG- 79 
WP_051140186  PNRVLLFDRIAQAARETRRDGGKVAVLFIDLDRFKVINDSLGHSFGDEVLRSVARRLHG- 79 
               **  :   :    :.:      :: *:**:* **  **::**  ***.**..*  :    
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WspR          CSRSSDLAARYGGEEFAMVLPGTSPG-GARLLAEKVRRTVESLQISHDQPRPGSHLTVSI 139 
PleD          NVRAIDLPCRYGGEEFVVIMPDTALA-DALRIAERIRMHVSGSPFTVAHGREMLNVTISI 145 
BAI76528      GLRDSDTVGRLGGDEFLIVLRRVTEPADAARVAEKVVA-HLASPFPVG--GQSFVVTPSI 136 
WP_045584990  GLRESDTVGRLGGDEFLIVARRVTEPGDAARVAEKVVA-HLASPFTVG--GQNFVVTPSI 136 
WP_014250090  GLRESDTVGRLGGDEFLIVLRRVIEPEDAARVAEKVVA-HLASPFTVG--GQNFVVTPSI 136 
WP_063635905  GLRESDTVGRLGGDEFLIVLRRVTEPEDAARVAEKVVA-HLASPFTVG--GQNFVVTPSI 136 
WP_063922630  AMRPSDTVGRLGGDEFLIVVPNIETPGVAAAVAEKVMA-QLAAPFTIG--GRNFVVSPSI 176 
dgcD          GMRPTDTVGRLGGDEFLIVVPAIQKAAEAAAVAEKVLA-QLAAPFAIG--GRNFVVSPSI 136 
WP_051140186  GMRPTDTVGRLGGDEFLIVVPAIRKPEEAAAVAERVLA-QLAAPFAIG--GRNFVVSPSI 136 
                *  *   * **:** ::         *  :**::     .  :          :: ** 
 
  
  
  
  
  
  
Figura  17.  Alineamiento  mediante  el  programa  clustal  omega  del  dominio  DGC  de  la  proteína  
DgcD.    Dominios  de  proteínas  de  diferentes  genomas  de  Azospirillum.  Similar  a  la  proteína  DgcD  y  
PleD  de  C.  crescentus  CB15  y  WspR  de  P.  aeruginosa  PAO1.    Se  resaltan  en  color  los  aminoácidos  
importantes  para  la  función  DGC.  Sitio  activo  1  en  fondo  azul,  sitio  activo  3  en  fondo  gris  y  el  sitio  I  
en  fondo  verde.  El  alineamiento  fue  realizado  en  Clustal  omega.  En  la  parte  inferior  de  algunos  sitios  
un  diagrama  Weblogo  muestra  la  conservación  de  cada  aminoácido  en  su  posición  específica.  
  

  

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

  
Se  alineó  el  dominio  PDE  de  la  proteína  DgcD  con  proteínas  de  Azospirillum  que  

poseen  este  mismo  dominio  y,  a  su  vez,  con  el  dominio  de  la  proteína  cristalizada  

RocR  de  P.  aeruginosa  PAO1.  Este  alineamiento  nos  permite  identificar  si  los  sitios  

importantes   para   su   función   se   encuentran   conservados   en   comparación   con   el  

dominio  de  referencia  (Figura  18).  
  

RocR          AELPSVADVVRGLDNGEFEAYYQPKVALDGGGLIGAEVLARWNHPHLGVLPPSHFLYVME 60 
dgcD          ERLDLEAALRRALQNRELFLVYQPQLRISDDLVVGVEALLRWRHPEAGLIMPNRFLPVAE 60 
WP_051140186  ERLDLEAALRRALQNRELFLVYQPQLRISDDLVVGVEALLRWRHPEAGLIMPNRFLPVAE 60 
WP_063922630  ERLDLEAALRRALQNRELFLVYQPQLRISDDLVVGVEALLRWRHPEAGLIMPNRFLPVAE 60 
BAI76528      ERMDLEGSLRRAIREGQLFLVYQPQVDTLTGRIVGLEALIRWRHPEEGLILPGRFLPVAE 60 
WP_045584990  ERMDLEGSLRRAIREGELFLVYQPQVDTLTGRIVGLEALIRWRHPEEGTVLPGRFLPVAE 60 
WP_014250090  ERMDLEGSLRDAIREGQLFLVYQPQVDTLTGRIVGLEALIRWRHPEEGLILPGRFLPVAE 60 
WP_063635905  ERMDLEGSLRKAIREGQLFLVYQPQVDTLTGRIVGLEALIRWRHPEEGLIMPGRFLPVAE 60 
              .:   . :  .: : ::   ***::    .::* *.* **.**. * : *.:** * * 
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RocR           TYNLVDKLFWQLFSQGLATRRKLAQLGQPINLAFNVHPSQLGSRALAENISALLTEFHL 119 
dgcD          ETGLIQPIGDWVLDEVCAQIGRWRDQIGLAVPVAVNVSAQQFRDGQLPAKVAAALDRNGL 120 
WP_051140186  ETGLIQAIGDWVLDEVCAQIRRWRDQIGLTVPIAVNVSAQQFRDGQLPAKVATALDRNGL 120 
WP_063922630  ETGLIQAIGDWVLDEVCAQIRRWHDQIGLTVPVAVNVSAQQFRDGQLPAKVDAALDRNGL 120 
BAI76528      ETGLVVAMGDWVLFEACAQIRRWRQRFDLSVPVAVNISGAQFRDGQLPAKIAHALDVHGL 120 
WP_045584990  ETGLVLAMGDWVLFEACAQIRRWRTRFNLSVPVAINVSGAQFRDGHLPAKVARALDANGL 120 
WP_014250090  ETGLVLAMGDWVLFEACAQIRRWRARFDLSVPVAVNVSGAQFRDGQLPAKVARALDANGL 120 
WP_063635905  ETGLVLAMGDWVLFEACSQIRRWRSRFDLSIPVAVNVSGAQFRDGQLPAKVARALDANGL 120 
                .*:     * * .      *   ::.  : :*.*:   *: .  *  ::   *    * 
 
 
 
RocR          PPSSVMFEITETGLISAPASSLENLVRLRIMGCGLAMDDFGAGYSSLDRLCEFPFSQIKL 179 
dgcD          QGWELEIEVTEGTLIDDIPSAIATLRALKQRGCLIALDDFGTGYSSLNYLHRFPIDKLKI 180 
WP_051140186  QGWELEIEVTEGTLIDDVPSAIATLRALKQRGCLIALDDFGTGYSSLNYLHRFPIDKLKI 180 
WP_063922630  QGWELEIEVTEGTLIDDIPSAIATLRALKQRGCLIALDDFGTGYSSLNYLHRFPIDKLKI 180 
BAI76528      SGPELEIEVTESTLIGDVEAAAATLMALKERGVLIALDDFGTGYSSLSYLHRLPIDKLKI 180 
WP_045584990  SGPELEIEVTESSLIDDVEAAAETLAALKRRGVLIALDDFGTGYSSLSYLHRLPIDKLKI 180 
WP_014250090  SGPELEVEVTESTLIDDVESAAATLGALKQRGVLIALDDFGTGYSSLSYLHRLPIDKLKI 180 
WP_063635905  SGPELEVEVTESTLIDDVESAAATLGALKQRGVLIALDDFGTGYSSLSYLHRLPIDKLKI 180 
                 .: .*:**  **.   ::  .*  *:  *  :*:****:*****. * .:*:.::*: 

 
RocR          DRTFVQKMKTQPRSCAVISSVVALAQALGISLVVEGVESDEQRVRLIELGCSIAQGYLFA 239 
dgcD          DRSFIHDLEQDGAGDSIPRAIVGLGRSLGLSVVAEGVETEAQLQLLRSLKCESFQGYLFS 240 
WP_051140186  DRSFIHDLEQDGAGDSIPRAIVGLGRSLGLSVVAEGVETEAQLQLLRSLKCESFQGYLFS 240 
WP_063922630  DRSFILDLEQDGTGDSIPRAIVGLGRSLGLSVVAEGVETEAQLQLLRSLKCESFQGYLFS 240 
BAI76528      DRSFIRDLATGDSDASVPRAIVGLGRSLGLSVIAEGVETQEQLQLLRDLACESYQGFLFS 240 
WP_045584990  DRSFIHDLSTGASNTSVPRAIVGLGRSLGLSVIAEGVETQEQLQLLRDLSCESYQGYLFS 240 
WP_014250090  DRSFIHDLSTGASDASVPRAIVGLGRSLGLSVIAEGVETQEQLQLLRDLSCESYQGFLFS 240 
WP_063635905  DRSFIHDLSTGASDVSVPRAIVGLGRSLGLSVIAEGVETQEQLQLLRDLSCESYQGFLFS 240 
              **:*: .:     . ::  ::*.*.::**:*::.****:: *   * .* *.  **:**: 
 
  
Figura   18.   Alineamiento   del   dominio   PDE   de   la   proteína   DgcD.   Dominios   de   proteínas   de  
genomas  de  Azospirillum.  Similar  a  la  proteína  DgcD  y  comparándola  con  el  dominio  de  la  proteína  
RocR  de  P.  aeruginosa  PAO1.    Se  resaltan  en  color   los  aminoácidos   importantes  para   la  función  
fosfodiesterasa.  Sitio  de  unión  a  GMP  en  color  vino,  sitios  de  unión  a  metal  en  fondo  gris,  el  lazo  6  
en   fondo  morado  y  sitio  de  unión  a  agua  en   fondo  azul.  El  alineamiento   fue   realizado  en  Clustal  
omega.  En   la  parte   inferior  de  cada  residuo  conservado  un  Weblogo  muestra   la  conservación  de  
cada  aminoácido  formando  parte  del  sitio.  
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9.3.  Predicción  de  promotor  del  gen  dgcD  
  

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

se   llevó   a   cabo   la   predicción   de   dicho   promotor   con   ayuda   de   programas  

bioinformáticos:   DOOR,   FBGENES   y   BPROM   de   softberry.   Las   siguientes  

imágenes  muestran  que  el  gen  dgcD  es  una  unidad  transcripcional  independiente  

(Figuras  19  y  20).  
  

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

  
Figura  20.  Predicción  de  cajas  en  el  programa  softberry.  Se  encuentra  que  este  promotor  cuenta  
con  cajas  -­10  y  -­35,  siendo   los  nucleótidos  de  estas   regiones   los  principales  puntos  de  contacto  
entre  la  enzima  polimerasa  y  el  DNA.  
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Una  vez  diseñados  los  iniciadores  F-­ORF210  y  R-­ORF210  (Tabla  3,  Figura  13)  se  

realizó  un  PCR  a  partir  de  DNA  genómico  de  A.  brasilense  Sp245  obteniendo  un  

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

9.4.      Análisis  de  la  mutante  12-­A  
  

Previo  a  realizar  la  complementación  se  verificó  la  mutante  12-­A  (Gamboa-­Pérez,  

2014),  la  cual  tiene  una  inserción  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  

genómico  usando  los  iniciadores  4571RC  y  4571DC,  esperando  un  amplificado  de  

mayor  tamaño  en  la  cepa  mutante  de  4,868  pb,  debido  a  la  inserción  del  casete  de  

Km  (1.2  Kb)  y  de  3,668  pb  para  la  cepa  silvestre  (Figura  23).  
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Figura  22.  Secuencia  del  sitio  de  inserción.  Se  indica  el  casete  de  Km  interrumpiendo  el  marco  
de  lectura  en  el  aminoácido  Prolina  del  dominio  CHASE.  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Figura  23.  Corrimiento  electroforético  de  producto  de  PCR  de  la  mutante  12-­A.    Usando  DNA  
genómico   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  
comparación  con  el  amplificado  de  la  cepa  silvestre,  por  el  casete  de  Km.    
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9.5.  Construcción  del  plásmido  pGEMPdgcD  
  

El  amplificado  que  incluye  al  gen  dgcD  con  su  promotor  se  clonó  en  el  vector  pGEM-­

TEasy   y   se   transformó   en   células   competentes   de   E.   coli   DH5a.   Las   colonias  

obtenidas   se   seleccionaron   por   resistencia   a   Ap   (100μg/mL)   y   con   el   DNA  

plasmídico,  se  comprobó  la  construcción  pGEMPdgcD  mediante  PCR  usando  los  

iniciadores  F-­ORF210  y  R-­ORF210  (Figura  25A)  y  mediante  restricción  utilizando  la  

enzima  SalI  generando  dos  fragmentos,  de  4477  pb  y  1618  pb  (Figura  24  y  25B).  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  
  
  
  
  
Figura   24.  Mapa  de   la   inserción  del  gen  dgcD   con   su  promotor   en   el   vector  pGEM-­TEasy.  
Imagen  que  muestra  los  sitios  de  corte  de  la  enzima  SalI  en  el  plásmido  construido  pGEMPdgcD.  
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Figura  25.  Verificación  de   la  clonación  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  plasmídico  de  clonas  5,  8  
y   15   de  E.   coli  DH5a   transformadas   con   el   plásmido   pGEMPdgcD.  B)   Patrón   de   restricción   de  
pGEMPdgcD  proveniente  de  las  mismas  clonas  con  la  enzima  SalI  obteniendo  fragmentos  de  4,477  
pb  y  1,618  pb.  
  
  

9.5.1.  Secuenciación  
  

Una   vez   construido   el   plásmido   pGEMPdgcD   se   procedió   a   realizar   la  

secuenciación.  Ésta  se  inició  a  partir  de  los  iniciadores  M13  fwd  y  M13  rev,  seguido  

de  un  caminado  con  ayuda  de  dos  iniciadores  más  para  finalizar  la  secuenciación  

(Tabla  3).  Se  realizó  un  alineamiento  de  proteínas  para  determinar  la  conservación  

de   los   sitios   importantes   para   la   actividad   de   cada   dominio.   Se   encontró   dos  

cambios  de  aminoácidos  en   la  proteína  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  glutámico  cambió  por   lisina,  sin  embargo,  a  pesar  de  estos  

cambios,  el  sitio  activo  se  encuentra  completo  y  sin  cambios  para  llevar  a  cabo  su  

función.    (Figura  26).  
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dgcD         MGALEGRRSGVTGSFGTAMQRSSSPDPIDLAPSGSAADSVAVPKRLPLLALLAALLLTAL   60 
dgcDsec      MGALEGRRSGVTGSFGTAMQRSSSPDPIDLAPSGSAADSVAVPKRLPLLALLAALLLTAL 60 
             ************************************************************ 
dgcD         AWHDTRQRVAADAESRFALRVEELHRRFENQIQVYVQVTRSAAALFTAYPEVKRTEWNRF 120 
dgcDsec      AWHDTRQRVAADAESRFALRVEELHRRFENQIQVYVQVTRSAAALFTAYPEVKRTEWNRF 120 
             ************************************************************ 
dgcD         VDGLHLAERFPGITAVAFARVADQWTSPELVTEARMDGLRNFRIWPESTGPVRLVTLYAA 180 
dgcDsec      VDGLHLAERFPGITAVAFARVADQWTSPELVTEARMDGLRNFRIWPESTGPVRLVTLYAA 180 
             ************************************************************ 
dgcD         PVNERTLRTLGYDLLSEPVRRAAAEQARDSGEPAVTRAVALRLDEGEASPPAFIVFQAVY 240 
dgcDsec      PVNERTLRTLGYDLLSEPVRRAAAEQARDSGEPAVTRAVALRLDEGEASPPAFIVFQAVY 240 
             ************************************************************ 
dgcD         RDGLSPATQERRRATFAGLVMTPIHVAPLAESVFGRMNDIAATVFEGRREFPLYRSRPEP 300 
dgcDsec      RDGLSPATQERRRATFAGLVMTPIHVAPLAESVFGRMNDIAATVFEGRREFPLYRSRPEP 300 
             ************************************************************ 
dgcD         SEQPLLTASRDVTLGSRVWSVQYESRPSFEDAVDSWKPTLVLATGLSLSVLLSTLLWALA 360 
dgcDsec      SEQPLLTASRDVTLGSRVWSVQYESRPSFEDAVDSWKPTLVLATGLSLSVLLSTLLWALA 360 
             ************************************************************ 
dgcD         ATRDRALVIARRITTSLRRRETELDLLFNQAPLGIALIGPDAKITDCNPAFARAVGVGRD 420 
dgcDsec      ATRDRALVIARRITTSLRRRETELDLLFNQAPLGIALIGPDAKITDCNPAFARTVGVGRD 420 
             *****************************************************:****** 
dgcD         GLIGIDTKLRAQDPAVIAAIDAAIAGESVRLEVDRLLLAGGRHSHFSLHLQPVSTPGDPP 480 
dgcDsec      GLIGIDTKLRAQDPAVIAAIDAAIAGESVRLEVDRLLLAGGRHSHFSLHLQPVSTPGDPP 480 
             ************************************************************ 
dgcD         FVMAFVEDIGDKRRAEQHIHYLAHYDPLTGLPNRVLLFDRIAQAARQARRDGGKVAVLFI 540 
dgcDsec      FVMAFVEDIGDKRRAKQHIHYLAHYDPLTGLPNRVLLFDRIAQAARQARRDGGKVAVLFI 540 
             ***************:******************************************** 
dgcD         DLDHFKVINDSLGHSFGDEVLRSVARRLHGGMRPTDTVGRLGGDEFLIVVPAIQKAAEAA 600 
dgcDsec      DLDHFKVINDSLGHSFGDEVLRSVARRLHGGMRPTDTVGRLGGDEFLIVVPAIQKAAEAA 600 
             ************************************************************ 
dgcD         AVAEKVLAQLAAPFAIGGRNFVVSPSIGISLFPDDAEDAEGLIRCADIAMYNAKDAGRNA 660 
dgcDsec      AVAEKVLAQLAAPFAIGGRNFVVSPSIGISLFPDDAEDAEGLIRCADIAMYNAKDAGRNA 660 
             ************************************************************ 
dgcD         YRFVTREMGARSRERLDLEAALRRALQNRELFLVYQPQLRISDDLVVGVEALLRWRHPEA 720 
dgcDsec      YRFVTREMGARSRERLDLEAALRRALQNRELFLVYQPQLRISDDLVVGVEALLRWRHPEA 720 
             ************************************************************ 
dgcD         GLIMPNRFLPVAEETGLIQPIGDWVLDEVCAQIGRWRDQIGLAVPVAVNVSAQQFRDGQL 780 
dgcDsec      GLIMPNRFLPVAEETGLIQPIGDWVLDEVCAQIGRWRDQIGLAVPVAVNVSAQQFRDGQL 780 
             ************************************************************ 
dgcD         PAKVAAALDRNGLQGWELEIEVTEGTLIDDIPSAIATLRALKQRGCLIALDDFGTGYSSL 840 
dgcDsec      PAKVAAALDRNGLQGWELEIEVTEGTLIDDIPSAIATLRALKQRGCLIALDDFGTGYSSL 840 
             ************************************************************ 
dgcD         NYLHRFPIDKLKIDRSFIHDLEQDGAGDSIPRAIVGLGRSLGLSVVAEGVETEAQLQLLR 900 
dgcDsec      NYLHRFPIDKLKIDRSFIHDLEQDGAGDSIPRAIVGLGRSLGLSVVAEGVETEAQLQLLR 900 
             ************************************************************ 
dgcD         SLKCESFQGYLFSRPVLAEELEPILALRAARGHHASKVEPMARAPV 946 
dgcDsec      SLKCESFQGYLFSRPVLAEELEPILALRAARGHHASKVEPMARAPV 946 
             ********************************************** 
  
Figura   26.      Alineamiento   de   la   proteína   secuenciada   con   el   programa   clustal   omega.   Se  
representa   con   colores   cada   dominio   de   la   proteína.   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  
aminoácidos  encontrados.  
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9.6.  Construcción  del  cósmido  pVKPdgcD  
  

Para  complementar  la  mutante  12-­A  se  hará  la  construcción  del  cósmido  pVKPdgcD  

usando  al  vector  pVK100  el  cual  es  de  amplio  rango  de  hospedero,  reportado  como  

estable  en  Azospirillum.  Cuenta  con  sitios  de  restricción  únicos  y  marcadores  de  

resistencia  a  kanamicina  y  tetraciclina  que  permiten  su  selección  y  análisis  después  

de  la  clonación  (Figura  27).  

  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Figura  27.  Mapa  del  vector  pVK100.  Contiene  el  sitio  cos  del  fago  λ.  Sitios  de  restricción  únicos:  
(H)  HindIII  (S)  SalI  (R)  EcoRI  (Hp)  HpaI  (X)  XhoI.  Los  números  indican  kbs.  Codifica  la  resistencia  
Tc  y  Km  (Knauf  &  Nester,  1982).  
  
  
Con   la   construcción   pGEMPdgcD,   se   procedió   a   realizar   la   subclonación   en   el  

cósmido   pVKPdgcD,   para   lo   cual   se   digirió   a   ambos   vectores,   pGEMPdgcD   y  

pVK100   con   las   enzimas   XhoI   y   HindIII   para   posteriormente   ligar   y   al   final  

transformar  en  células  competentes  de  E.  coli  DH5⍺.  Al  ligarse  el  fragmento  PdgcD  

en  el  vector  pVK100  se   interrumpió  el  casete  de  resistencia  a  Km  por   lo  que   las  

clonas   seleccionadas   fueron   aquellas   resistentes   en   medio   de   cultivo   con   Tc  

pVK100 
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(15µg/ml)   y   sensibles   en   Ap   (100µg/ml)   y   Km   (50µg/ml).   La   construcción   fue  

comprobada   mediante   PCR   (Figura   28A)   y   cortes   con   enzimas   de   restricción  

obteniendo  fragmentos  de  17,500  pb,  5,227  pb  y  3,052  pb  (Figura  28B)  a  partir  de  

DNA  plasmídico.    

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Figura  28.  Verificación  de  la  clonación  del  gen  dgcD  en  el  cósmido  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  DH5⍺  (pVKPdgcD).  B)  Patrón  de  restricción  de  
pVKPdgcD  con   las  enzimas  SalI  y  EcoRI.  Carril  1:  pVK100  sin  digerir;;  carril  2:  marcador  de  peso  
molecular;;  carril  3:  pVK100  vacío  con  fragmentos  de  17,500  pb  y  5,500  pb;;  carril  4  y  5:  clonas  de  E.  
coli  DH5⍺  (pVKPdgcD)  con  fragmentos  de  17,500  pb,  5,227  pb  y  3,052  pb.  
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Comprobada  la  construcción  en  E.  coli  DH5⍺,  el  siguiente  paso  fue  la  transformación  

de   esta   construcción   pVKPdgcD   en   células   competentes   de   E.   coli   S17.1  

comprobándola   también   con   PCR   y   restricción   (Anexo  Figura   31)   para   después  

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

  

9.7.  Complementación  de  la  mutante  12-­A  
  

Obtenida  la  construcción,  se  hizo  conjugación  triparental  para  una  complementación  

en  trans  de  la  mutante  12-­A.  Las  transconjugantes  obtenidas  fueron  seleccionadas  

mediante  la  resistencia  a  Tc  (15µg)/ml)  y  Km  (50µg)/ml)  debido  a  que  en  el  fondo  

genético  de  la  mutante  se  encuentra  la  inserción  del  casete  de  resistencia  a  Km.  

Luego  de  lo  anterior,  se  comprobó  la  complementación  mediante  PCR  tanto  de  DNA  

plasmídico  (Figura  29A)  como  de  DNA  genómico  (Figura  30)  y  cortes  con  enzimas  

de  restricción  de  DNA  plasmídico  (Figura  29B).  
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Figura   29.   Comprobación   del   cósmido   pVKPdgcD.   A)   Amplificado   de   3,079   pb   usando   los  
iniciadores  F-­ORF210  y  R-­ORF210.  Carril  1:  Marcador  de  peso  molecular;;  carril  2:  DNA  plasmídico  
de  E.  coli  DH5⍺  (pVKPdgcD);;  carril  3:  pVK100  vacío;;  carril  4-­6:  transconjugantes  de  la  Mutante  A-­12  
(pVKPdgcD).  B)  Patrón  de  restricción  de  pVKPdgcD  con  las  enzimas  SalI  y  EcoRI.  Carril  1:  pVK100  
sin  digerir;;  carril  2:  marcador  de  peso  molecular;;  carril  3:  pVK100  vacío  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  eligió  una  de  las  transconjugantes  12-­A  (pVKPdgcD)  denominada  como  C56-­A  

para   comprobar   su   fondo  genético   (Figura   30)   y   con  ella,   continuar   los   ensayos  

fenotípicos.  
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Figura  30.  Comprobación  del  fondo  genético  de  la  complementación.  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-­ORF210  y  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  así  como  está  la  redacción  no  es  clara).  
  

Se  realizó  también  la  conjugación  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  fenotípicos  
  
9.8.1.  Determinación  de  la  formación  de  Biopelícula  
  

Se  realizó  primero  ensayos  de   formación  de  biopelícula  por  el  método  de  Cristal  

Violeta  con  KNO3  como  fuente  de  nitrógeno  usando  las  cuatro  cepas:  A.  brasilense  

Sp245,   muntate   12-­A,   C56-­A   y   C40-­A   (Anexo   Figura   34).   Se   observó   una  

disminución  en  la  cantidad  de  biopelícula  formada  en  la  mutante  12-­A  y  en  la  cepa  

C40-­A  en  comparación  con  la  cepa  silvestre  y  la  biopelícula  de  la  cepa  C56-­A  ésta  

es  similar  y  estadísticamente  significativa  a  A.  brasilense  Sp245,  (Gráfica  1).  
  

  

Gráfica   1.   Cuantificación   de   formación   de   Biopelícula   de   las   cepas   A.   brasilense   Sp245,  
mutante   12-­A,  C56-­A   y  C40-­A.  Determinación   de   la   producción   de   biopelícula   a   las   72h   por   el  
método  de  Cristal  Violeta  normalizada  con  la  determinación  de  proteínas  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   desviación   estándar   y   la  
significancia  estadística.  
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9.8.2.  Cuantificación  de  Exopolisacáridos  
  

La  matriz  extracelular  es  un  componente  de  la  biopelícula  y  esta  matriz,  a  su  vez  

está  formada  de  EPS;;  se  cuantificaron  los  EPS,  mediante  su  unión  al  colorante  Rojo  

Congo   en   la   biopelícula   formada   por   cada   una   de   las   cuatro   cepas   estudiadas  

(Anexo  Figura  35).  Se  observó  una  disminución  en  la  cantidad  de  EPS  tanto  en  la  

mutante  12-­A  como  en  la  cepa  C40-­A,  en  comparación  con  la  cepa  silvestre  y  una  

cantidad  de  EPS  en   la  cepa  C56-­A  que  no  es  estadísticamente  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  estadísticamente  significativa  (Gráfica  2).  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
Gráfica   2.  Determinación  de   la   cantidad  de  EPS  en  biopelícula   de   las   cepas  A.  brasilense  
Sp245,  mutante  12-­A,  C56-­A  y  C40-­A.  Cuantificación  de  EPS  mediante  su  unión  a  RC  normalizado  
con  la  determinación  de  proteínas  totales  de  las  cuatro  cepas,  A.  brasilense  Sp245,  mutante  12-­A,  
C56-­A   y  C40-­A   en  medio   de   cultivo  NFb   con  KNO3.  Cada   barra   representa   el   promedio   de   tres  
ensayos   independientes,   con   tres   réplicas   por   ensayo.   Se   muestra   la   desviación   estándar   y   la  
significancia  estadística.  
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.  Determinación  de  la  Movilidad  
  

El  ensayo  de  movilidad   fue   llevado  a  cabo  con   las  cepas  bajo  estudio  en  medio  

mínimo  con  tres  diferentes  quimioatractantes  (Malato,  Fumarato  y  Prolina)  midiendo  

los   respectivos   halos  de   crecimiento   a   las   48h   (Anexo  Figuras   36,   37   y   38).  Se  

observó  un   aumento   de   la  movilidad  estadísticamente   significativo   de   las   cepas  

mutante   12-­A,  C56-­A   y  C40-­A  en   comparación   con   la   cepa   silvestre   en   los   tres  

quimioatractantes   probados   a   las   48h,   siendo   más   marcado   este   aumento   en  

presencia  de  Prolina.  Se  observó  una  diferencia  en  malato  y  prolina  con   la  cepa  

C56-­A  pues  presentó  mayor  movilidad,  incluso  que  la  cepa  mutante  12-­A,  no  así,  

en  presencia  de  fumarato.  Por  otra  parte,  la  cepa  C40-­A  tuvo  una  movilidad  menor  

estadísticamente  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  estadísticamente  significativa  en  comparación  con  la  cepa  C56-­A  en  los  

tres  quimioatractantes  (Gráficas  3,  4  y  5).  

  

  

  

  

  

  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Gráfica  3.  Diámetro  del  halo  de  movilidad  a  las  48h  de  las  cepas  A.  brasilense  Sp245,  mutante  
12-­A,  C56-­A  y  C40-­A,  en  medio  mínimo  con  malato.  Cada  barra  representa  el  promedio  de  cuatro  
ensayos   independientes,   con   dos   réplicas   por   ensayo.   Se   muestra   la   desviación   estándar   y   la  
significancia  estadística.  
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Gráfica  4.  Diámetro  del  halo  de  movilidad  a  las  48h  de  las  cepas  A.  brasilense  Sp245,  mutante  
12-­A,  C56-­A  y  C40-­A,  en  medio  mínimo  con   fumarato.  Cada  barra  representa  el  promedio  de  
cuatro  ensayos  independientes,  con  dos  réplicas  por  ensayo.  Se  muestra  la  desviación  estándar  y  
la  significancia  estadística.  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Gráfica  5.  Diámetro  del  halo  de  movilidad  a  las  48h  de  las  cepas  A.  brasilense  Sp245,  mutante  
12-­A,  C56-­A  y  C40-­A,  en  medio  mínimo  con  prolina.  Cada  barra  representa  el  promedio  de  cuatro  
ensayos   independientes,   con   dos   réplicas   por   ensayo.   Se   muestra   la   desviación   estándar   y   la  
significancia  estadística.  
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10.  DISCUSIÓN  
  

Las  rizobacterias,  definidas  como  bacterias  del  suelo  que  colonizan  la  rizósfera  de  

las   plantas   favoreciendo   su   crecimiento,   poseen   sistemas   de   transducción   de  

señales   que   les   permiten   sobrevivir   y   prosperar   bajo   las   diferentes   condiciones  

ambientales   presentes   en   la   rizósfera.   En   estos   sistemas   de   transducción   de  

señales,  la  bacteria  reconoce  señales  o  estímulos  externos  por  medio  de  proteínas  

de   señalización   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  periplásmico  y  la  unión  de  moléculas  de  señal  

da  como  resultado  un  cambio  conformacional  de  los  dominios  efectores  localizados  

en   el   citoplasma;;   lo   que   desencadena   cascadas   de   señalización   interna  

responsables   de   procesos   importantes   para   la   actividad   bacteriana   como   la  

regulación  y  control  de  la  expresión  génica,  la  quimiotaxis  y  movilidad  (Shpakov  &  

Pertseva,  2008).    

  

En  el  genoma  de  A.  brasilense  Sp245  se  localizaron  10  genes  que  presuntivamente  

codifican  para  proteínas  que  poseen  ambos  dominios  GGDEF  y  EAL  (Ramírez-­Mata  

et  al.,  2018),  las  cuales  son  de  interés  por  su  implicación  en  el  metabolismo  del  di-­

GMPc  y  el  papel  de  este  segundo  mensajero  en  la  adaptación  de  la  bacteria  a  su  

entorno,   en   otras   rizobacterias   estudiadas.   Para   iniciar   el   estudio   del   gen   dgcD  

Gamboa-­Pérez  (2014),  generó   la  mutante  del  gen  por   inserción  de  un  casete  de  

resistencia  a  la  kanamicina.    

  

Previo  a  construir  un  plásmido  de  amplio  rango  de  hospedero  que  portara  el  gen  

dgcD   para   complementar   la   mutante   se   realizó   un   análisis   bioinformático   del  

producto   de   traducción   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  

periplásmicas  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   análisis   de   la   arquitectura   de   dominio   CHASE   de   las   proteínas   que  

contienen  este  reveló  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  encontró  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  

transducción   de   señales.   Las   estructuras   tridimensionales   de   los   diferentes  

dominios  PAS  parecen  estar  conservadas,  aunque  las  secuencias  de  aminoácidos  

muestren  poca  similitud.  Estos  dominios  monitorean  cambios  en   la   intensidad  de  

luz,  el  potencial   redox,  el  oxígeno  y  median   interacciones  proteína-­proteína  o  se  

unen  a  ligandos  pequeños  (Vreede  et  al.,  2003),  por  lo  que  se  presume  que  este  

dominio  podría  sensar  alguno  de  estos  estímulos  y  transmitir  la  señal  a  los  dominios  

GGDEF  y  EAL,  los  cuales  se  encuentran  río  abajo  dentro  de  la  proteína.    

  

En  cuanto  a  los  dominios  GGDEF  y  EAL,  se  realizó  el  alineamiento  de  la  proteína  

en  estudio  y  de  otras  proteínas  con  estos  mismos  dominios,  presente  en  diferentes  

especies  de  Azospirillum  comparándolas  con  proteínas  ya  cristalizadas  y  verificados  

sus   dominios   como   funcionales   como   PleD   de   C.   crescentus   y   RocR   de   P.  

aeruginosa   (Figura  17  y  18).  Se  observó  que  todos   los  sitios   importantes  para   la  

actividad  enzimática  de  cada  dominio  están  conservados,  presumiendo  que  el  gen  

en  estudio,  codifica  para  una  proteína  con  ambas  actividades  diguanilato  ciclasa  y  

fosfodiesterasa.  
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Previo  a  este  trabajo  se  generó  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  traducción  de  la  proteína  y  a  la  

cual  se  le  denominó  mutante  12-­A.  Posteriormente  se  analizaron  algunos  fenotipos  

como  formación  de  biopelícula  y  movilidad  tanto  de  la  cepa  mutante  12-­A  como  de  

la   cepa   silvestre   A.   brasilense   Sp245   (Ramírez-­Mendoza,   2016)   en   donde   la  

mutante  presentó  una  disminución  en  la  producción  de  biopelícula  del  75%  en  medio  

adicionado   con   KNO3   como   fuente   de   nitrógeno,   en   comparación   con   la   cepa  

silvestre,   resultado   sugerente   de   que   la   actividad   DGC   se   encuentra   afectada.  

Asimismo,  estos  datos   tuvieron  correlación  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   (Ramírez-­

Mendoza,  2016).  Para  corroborar  que  estos  cambios  fueron  debidos  a  la  mutación  

del  gen  dgcD,  en  este   trabajo  se   llevó  a  cabo  una  complementación  en   trans,   y  

posteriormente   se   analizaron   los   fenotipos   de   formación   de   biopelícula,  

cuantificación  de  exopolisacáridos  y  determinación  de  movilidad.    

  

Para  llevar  a  cabo  la  complementación  se  tomó  en  cuenta  al  gen  dgcD  junto  a  su  

presunto  promotor,  hallado  mediante  análisis  bioinformáticos  (Figura  19  y  20).  El  

amplificado  del  gen  dgcD  fue  secuenciado  y  al  hacer  el  análisis  de  la  secuencia  de  

nucléotidos  obtenida,   identificamos  dos   cambios   que  dan   lugar   a   un  aminoácido  

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  enzimática  (Figura  17  y  18).    

  

Los   resultados   de   la   biopelícula   formada   por   la   cepa   silvestre   indican   que   fue  

restaurada   por   la   cepa   complementada   (Gráfica   1).   Este   resultado   además   nos  

indicó  que  el  promotor  es  funcional.    

  

Del  mismo  modo  que  los  resultados  de  biopelícula,  los  expolisacáridos,  principales  

componentes  de  la  matriz  que  permite  a  las  bacterias  agruparse  en  una  biopelícula,  
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fueron  detectados  por  su  unión  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  correlación  con   los  de   las  

biopelículas  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  (Gráfica  2),  datos  que  

coinciden  con  lo  obtenido  por  Ramírez-­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   formación  de  biopelícula   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;;  

Römling  et  al.  2013).  

  

En  el  fenotipo  de  movilidad,  se  obtuvieron  resultados  aparentemente  contradictorios  

a  lo  canónico  en  la  cepa  C56-­A  con  los  distintos  quimioatractantes  (Anexo  Figura  

36,  37  y  38)  observando  la  falta  de  complementación  en  la  movilidad,  ya  que  la  cepa  

C56-­A  presentó  mayor  movilidad  que   la  mutante  12-­A  y   la  silvestre  con  malato  y  

prolina  (Gráfica  3,  4,  y  5).  Lo  anterior  podría  explicarse  por  la  redundancia  de  genes  

con  la  que  cuenta  Azospirillum  Sp245,  ya  que  quizás  otras  PDEs  de  dominio  único  

podrían  estar  compensando  la  función  en  la  mutante  12-­A  y  el  número  mayor  de  

copias  del  gen  dgcD  en  la  cepa  C56-­A  bajo  las  condiciones  probadas  aumenta  la  

función   de   PDE.   Por   otra   parte,   la   cepa   control   C40-­A   mostró   un   aumento   en  

movilidad  (Gráfica  5),  lo  que  sugiere  que  el  cósmido  usado  para  la  complementación  

podría  tener  un  efecto  en  la  movilidad  bajo  las  condiciones  probadas,  lo  cual  podría  

ser  comprobado  también  con  la  movilidad  de  la  cepa  silvestre  A.  brasilense  Sp245  

con  el  vector  pVK100.  
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Algunas  proteínas  DGC  con  ambos  dominios  GGDEF  /  EAL  han  sido  estudiadas.  

Una  de  ellas  es  la  de  Agrobacterium  tumefaciens    DcpA,  la  cual  posee  actividades  

de  síntesis  y  degradación  de  di-­GMPc.  La  actividad  de  la  proteína  es  modulada  por  

un  metabolito  pteridina  reductasa  denominada  PruA,  en  donde  DcpA  actúa  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  biosíntesis  de  pigmentos  fotosintéticos  y  no  fotosintéticos  y  

la  movilidad.  Este  bacteriofitocromo  se  compone  de  módulos  sensores  PAS-­GAF-­

PHY  tipicamente  presentes  en  fitocromos,  y  vinculados  a  dominios  GGDEF  y  EAL.  

Se  encontró  que  al  expresar  el  bacteriofitocromo  en  E.  coli,  este  experimentó  una  

escisión  parcial  en  dos  especies,  la  especie  más  pequeña  tuvo  actividad  PDE  y  la  

más   grande,   actividad   DGC   activada   por   luz,   siendo   por   lo   tanto   el   primer  

bacteriofitocromo  capaz  de  síntetizar  e  hidrolizar  di-­GMPc  (Tarutina  et  al.,  2006).  

Sin   embargo,   aún   falta  mucho   por   dilucidar   a   este   respecto,   y   en   el   caso   de   la  

proteína  DgcD  que  cuenta  con  ambos  dominios  de  síntesis  y  degradación  de  di-­

GMPc  conservados,  estudios  posteriores  deberán  demostrar  su  bifuncionalidad  y  el  

ligando  que  es  capaz  de  sensar.  

  

  

  

  

11.  CONCLUSIÓN  

  
La   restauración   de   la   formación   de   biopelícula   por   la   cepa   complementada  

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

ü   Realizar   una   complementación  en   cis   para  evitar   un   incremento   en  el  

número  de  copias  del  gen  dgcD.  

ü   Llevar   a   cabo   el   fenotipo   biopelícula   empleando   otras   fuentes   de  

nitrógeno,  así  como  biopelícula  con  más  fuentes  de  carbono.  

ü   Analizar  la  capacidad  de  colonización  al  trigo  de  las  diferentes  cepas.    

ü   Realizar  mutaciones  puntuales   en   los   dominios  GGDEF  y/o  EAL  para  

evaluar  la  actividad  de  cada  uno.  

ü   Realizar  una  mutación  del  dominio  CHASE  y  realizar  fenotipos.  
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14.   ANEXO  
  

14.1.   Comprobación  de  la  construcción  pVKPdgcD  en  E.  coli  
S17.1  

  

Se  realizó   la  transformación  de   la  construcción  pVKPdgcD  en  E.  coli  S17.1  para,  

posteriormente   llevar   a   cabo   la   conjugación   con   la   mutante   12-­A.   Dicha  

transformación   fue   comprobada   mediante   PCR   y   cortes   con   las   enzimas   de  

restricción  SalI  y    EcoRI,  obteniendo  tres  fragmentos  de  17,500  pb,  5,227  pb  y  3,052  

pb.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura   31.   Comprobación   de   la   transformación   de   la   construcción   pVKPdgcD   en   células  
competentes  de  E.  coli  S17.1.    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  vacío;;  
carril   4-­6:   clonas   de  E.   coli  S17.1   (pVKPdgcD).  B)   Patrón   de   restricción   de   pVKPdgcD   con   las  
enzimas  SalI  y  EcoRI.  Carril  1:  pVK100  sin  digerir;;  carril  2:  marcador  de  peso  molecular;;  carril  3:  
pVK100   vacío   con   fragmentos   de   17,500   pb   y   5,500   pb;;   carril   4   y   5:   clonas   de   E.   coli   S17.1  
(pVKPdgcD)  con  fragmentos  de  17,500  pb,  5,227  pb  y  3,052  pb.  
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14.2.   Comprobación  del  vector  pVK100  en  las  cepas  A.  brasilense  
Sp245  y  Mutante  12-­A  

 

A  partir  de  DNA  plasmídico  de  clonas  tanto  de  A.  brasilense  Sp245  (pVK100)  como  

de   la  mutante  12-­A  (pVK100)  se  hizo   la  comprobación  del  vector  vacío  PVK100,  

digiriéndolo  con  las  enzimas  SalI  y  EcoRI  (Figura  32).  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
 
 
  
  
  
Figura   32.   Patrón  de   restricción  del   vector   pVK100   con   las   enzimas  SalI   y  EcoRI.   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  plasmídico  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  realizó  también  PCR  a  partir  de  DNA  genómico  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  
(pVK100)  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.  Biopelícula  
  

  
  
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Figura  34.  Placas  del  ensayo  de  biopelícula  por  el  método  de  Cristal  Violeta.  Imágenes  de  las  
biopelículas  formadas  a  las  72h  por  las  cuatro  cepas  probadas.  El  cultivo  fue  crecido  en  medio  NFb  
con  KNO3  como  fuente  de  Nitrógeno.  
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14.4.  Exopolisacáridos  
 
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Figura   35.   Sobrenadante   para   la   cuantificación   de   Exopolisacáridos.   Imágenes   del  
sobrenadante  de  las  diferentes  cepas  después  de  la  incubación  de  2h,  que  muestran  el  RC  que  no  
fue  unido  a  exopolisacáridos.  El  cultivo  fue  crecido  en  NFb  con  KNO3  como  fuente  de  Nitrógeno.  

  
14.5.  Movilidad  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

C56A            Ctrl40A  A.brasilense  Sp245        Mutante  12-­A  

Figura  36.  Halo  quimiotáctico  de  
las  diferentes  cepas  a  las  48h  en  
medio  mínimo  con  Malato.    
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Figura  37.  Halo  quimiotáctico  de  
las  diferentes  cepas  a  las  48h  en  
medio  mínimo  con  Fumarato.    
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Figura   38.   Halo   quimiotáctico  
de  las  diferentes  cepas  a  las  48h  
en  medio  mínimo  con  Prolina.    
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14.6.   Medios  de  Cultivo    
  
Medio  K-­Malato     
Base  para  1000  ml     
K2HPO4    ..........................................................................................................................    1.67  g     
KH2PO4    .........................................................................................................................    0.87  g     
MgSO4*7H2O    .................................................................................................................    0.29  g     
NaCl    ..............................................................................................................................    0.48  g  
Ácido  Málico    ..............................................................................................................    4.5326  g  
Agar  bacteriológico    ..........................................................................................................    1.5%  
Esterilizar  a  15  libras,  121°C  por  20  minutos.     
  
Reactivos  para  complementar     
CaCl2*2H2O  0.7%    ...........................................................................................................    10  ml     
FeCl3*6H2O  1%  .................................................................................................................    1  ml     
Na2MoO4*2H2O  0.5%    ........................................................................................................    1  ml     
NH4Cl  20  %    ......................................................................................................................    5  ml     
Oligoelementos    ...............................................................................................................    10  ml    
  
Esterilizar  a  5  libras,  durante  30  minutos.                       
  
Oligoelementos  (1000  ml)     
MnSO4*H2O    .....................................................................................................................    0.25g     
ZnSO4*7H2O    ....................................................................................................................    0.07g     
CoSO4*7H2O    .................................................................................................................    0.014g     
CuSO4*5H2O    ...............................................................................................................    0.0125g  
H3BO3    ............................................................................................................................    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  
esterilización  y  posteriormente  se  adicionan  a  la  base  en  condiciones  estériles.    
  
  
MEDIO  LB*  (Luria  Bertani  Modificado)    
Para  un  1000  ml    
Peptona  de  caseína    .......................................................................................................    10.0  g     
Extracto  de  levadura    ........................................................................................................    5.0  g     
Cloruro  de  sodio  (NaCl)  10  mM    ..................................................................................    0.5848  g  
Sulfato  de  Magnesio  (MgSO4)  2.5  mM    .......................................................................    0.6162  g  
Cloruro  de  Calcio  (CaCl2)  2.5  mM    ..............................................................................    0.3675  g  
  
Ajustar  el  pH  a  7  con  NaOH  al  20%   
Para  medio  sólido  preparar  con  agar  bacteriológico  al  1.5  %    
Esterilizar  a  15  libras,  121°C  por  20  minutos.   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Medio  Rojo  Congo  (RC)    
Para  1000  ml    
DL-­málico    ........................................................................................................................    5.0  g     
Extracto  de  levadura    ........................................................................................................    0.5  g     
K2HPO4  10  %    ....................................................................................................................    5  ml  
MgSO4*7H2O  10%    ............................................................................................................    2  ml  
NaCl  10%    ..........................................................................................................................    1ml     
FeCl3*6H2O  1%  ..............................................................................................................    1.4  ml     
Na2MoO4*2H2O  0.1%    ........................................................................................................    2  ml     
KOH    ................................................................................................................................    4.0  g     
Rojo  Congo  0.25%    ..........................................................................................................    15  ml     
  
Ajustar  el  pH  a  6.8  con  KOH  al  10%   
Nota:  Ajustar  el  pH  antes  de  agregar  el  rojo  congo.  
Para  medio  sólido  preparar  agar  bacteriológico  al  1.5  %    
Esterilizar  a  15  libras,  121°C  por  20  minutos.     
  
  
Medio  NFb  (Nitrogen  Fixation  Biological)    
  
Para  1000  ml    
Ácido  málico    ..................................................................................................................    3.70  g     
K2HPO4  10%  .....................................................................................................................    5  ml     
MgSO4*7H2O  10%    ............................................................................................................    2  ml     
NaCl  10%    .........................................................................................................................    1  ml     
CaCl2*2H2O  1%    ................................................................................................................    2  ml     
Micronutrientes    .................................................................................................................    2  ml     
Fe-­EDTA  1.64%  ................................................................................................................    4  ml    
  
Fuente  de  Nitrógeno  para  1000ml     
KNO3    .............................................................................................................................    1.39  g  
  
Stock  de  Micronutrientes     
Na2MoO4*2H2O    .............................................................................................................    0.200  g     
MnSO4*H2O    ..................................................................................................................    0.235  g     
H3BO3    ...........................................................................................................................    0.280  g     
CuSO4*5H2O    ................................................................................................................    0.008  g     
ZnSO4*7H2O    .................................................................................................................    0.024  g     
H2O    ...............................................................................................................................    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  
KH2PO4    .........................................................................................................................    9.08  g  
                                                          
               Anhidro    ........................................................................................    9.372  g  
Na2HPO4                         2H2O    ..............................................................................................    11.8  g    
                                                         7H2O    ............................................................................................    17.88  g  
  
  
  
Para  preparar  1L  de  BF,  mezclar:  
KH2PO4    ..........................................................................................................................    392  ml  
Na2HPO4    .......................................................................................................................    608  ml    
  
Esterilizar  a  15  Lb,  121°C  durante  20  minutos.  
  
  
Solución  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.  
  
Solución  de  ácido  acético  al  33%  con  agua  destilada.    
Esta  solución  no  se  prepara  en  grandes  volúmenes  para  que  sea  reciente  al  momento  de  usarse  
para  el  ensayo.  
Nota:  Se  prepara  con  ácido  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.  
  
  
  
  


