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Resumen:

La interaccion bacteria-planta es una relacion de convivencia que permite la
promociéon del crecimiento vegetal, entre los que se destaca la produccion de
biopelicula como parte esencial en la colonizacion de las plantas. Esta comunidad
cooperativa permite a la planta beneficiarse de productos del metabolismo de los
microorganismos, como lo es la produccién de fitohormonas, fijacion de nitrégeno,

solubilizacién de fosfatos entre otros.

Azospirillum brasilense es una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal que
forma biopelicula, esta matriz polimérica constituida principalmente de
exopolisacéridos, DNA exdgeno, proteinas, detritos productos de la lisis celular,
agua y otros componentes. Se conoce que este proceso es dependiente de un
segundo mensajero el di-GMPc, que a su vez depende de la actividad catalitica
de dos enzimas, las diguanilato ciclasas que intervienen en la formacion y por el

contrario las fosfodiesterasas encargadas de la degradacion de este.

Con el fin conocer la participacion del di-GMPc, en la fisiologia de A. brasilense
se cloné el gen cdgA gque codifica para la diguanilato ciclasa (CdgA), en un vector
de expresion. Se obtuvieron las condiciones de induccion, expresion y purificacion
de la proteina CdgA, se realizaron ensayos enzimaticos usando [a-*?P] GTP como
sustrato, determinando la actividad enzimética por cromatografia en capa fina.
Este ensayo permitié mostrar que la proteina CdgA presenté actividad enziméatica
de diguanilato ciclasa, que requiere de los cofactores Mg?*, Mn?* y FAD* para su

actividad, y que se encuentra en condiciones nativas como homodimero.
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1. Introduccion:

En la naturaleza existen diversas interacciones microorganismo-planta y en la
altima década ha tomado importancia el estudio de las mismas como alternativas
en la industria agricola implementando esta relacién en beneficio del crecimiento
vegetal y productividad, tales como biocontrol, disefio y produccion de nuevos
biofertilizantes, asi como procesos de biorremediacion. Para que estos procesos
sean exitosos es indispensable que se realice una eficaz colonizacion. Un paso
inicial de esta interaccion es la formacion de biopeliculas en la que
microorganismos son parte esencial y asi permitir la colonizacion a la planta. Este
mecanismo de simbiosis asociativa en la cual los microorganismos utilizan como
alimento los exudados radiculares de la planta que son ricos en nutrientes
propiciando un ambiente adecuado para su sobrevivencia y colonizacién, y por su
parte el microorganismo coopera con alguna funcién que le es requerida a la planta

hospedadora promoviendo el crecimiento.

Estos microorganismos son denominados rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPRs), entre los organismos mas estudiados estan las especies
pertenecientes a los géneros Rhizobium, Pseudomonas y Azospirillum (Bashan,
2007).

1.1 Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPR’s)

La fraccidbn del suelo donde se realiza la mayor proliferacion de estos
microorganismos por la presencia del sistema de raices de las plantas se le conoce
como rizésfera, microorganismos que a su vez influyen de manera positiva o

negativa sobre el desarrollo de la planta hospedera (Cassan et al. 2009)
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Las diferentes poblaciones bacterianas presentes en la rizosfera, se llaman
rizobacterias y aquellas que son benéficas para el crecimiento, se han denominado
bacterias promotoras de crecimiento vegetal PGPR (por su siglas en inglés Plant
growth promoting rhizobacteria) y tienen la capacidad de colonizar el sistema

radicular de las plantas o su entorno mas cercano. (Kloepper et al. 1989)

Por el sitio de colonizacion en la planta se clasifican en tres grupos principales, las
gue pueden colonizar el tejido de la planta formando nddulos (simbidticas), las que
se hospedan en estructuras internas de la planta (endofiticas) y las que se
encuentran cerca del sistema radicular de la planta (bacterias de vida libre)
(Kloepper et al. 1989)

Y por su efecto benéfico se clasifican en dos grupos, “bacterias promotoras de
crecimiento de plantas”, donde la bacteria afecta a las plantas suprimiendo otros
microorganismos o bien utilizando mecanismos a través de su propio metabolismo
(solubilizando fosfatos, produciendo hormonas o fijando nitrdgeno), afectando
directamente el metabolismo de la planta (incrementando la captacion de agua y
minerales), mejorando el desarrollo radicular, incrementando la actividad
enzimatica de la planta o en colaboracién con otros microorganismos benéficos
para que actien de manera sinérgica sobre las plantas (Bashan y Holguin, 1998).
Y en Bacterias promotoras de crecimiento en plantas con capacidad de control
bioldgico, las cuales promueven el crecimiento de la planta al suprimir la presencia

de los fitopatdgenos. (Bashan et al. 2007)

Especies que pertenecen al género Azospirillum se han aislado de todo el mundo
y de una gran diversidad de ambientes y rizosfera de plantas (Lin et al. 2011). Cada
especie dentro del género Azospirillum interactia con la raiz de las plantas
hospedantes de diversas formas, algunas colonizan predominantemente la
superficie de la raiz, mientras que otras pueden infectar la planta colonizando el
interior de la raiz. Los estudios que utilizan marcajes con fluorescencia de sondas

de oligonucledtidos rRNA-especificas en combinacion con la microscopia confocal
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de barrido confirm6 que la cepa A. brasilense Sp7 coloniza sélo la superficie de la
raiz (Burdman et al. 2000).

1.2 Género Azospirillum

Azospirillum es un microorganismo considerado de gran importancia en el
crecimiento de plantas, anteriormente este género era denominado Spirillum
lipoferum (Tarrand et al. 1978) y fue descrito en 1925 por Beijerinck, con las
observaciones de Pefia-Cabriales y Débereiner en 1973 se inicio la época moderna
de esta bacteria (Caballero, 2010).

Se han descrito 17 especies, Azospirillum lipoferum, A. brasilense (Tarrand et al.
1978), A. amazonense (Magalh&es et al. 1983), A. halopraeferens (Reinhold et al.

1987), A. irakense (Khammas et al. 1989), entre las mas estudiadas.

Se caracterizan por ser un microorganismo pleomorfico, es parecido a células
vibroides con un solo flagelo polar, Gram negativo, catalasa y oxidasa positivo,
aerébico, flagelado por la presencia de un flagelo polar y varios laterales
(Dobereiner, 1983). La temperatura Optima de crecimiento es de 30°C, con un pH
en el medio entre 6.0 y 7.0. Se caracteriza también por contener cantidades
elevadas de poli-R-hidroxibutirato (PHB), hasta 50% del peso seco celular
(Caballero 2010).

1.3 Genoma de Azospirillum

Se han depositado en NCBI (National Center for Biotechnology Information) cinco
genomas de Azospirillum, entre ellos se encuentran Azospirillum lipoferum 4B,

Azospirillum sp. B510, Azospirillum brasilense Sp. 245, Azospirillum brasilense
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CBG497 y Azospirillum brasilense Az39. Con las secuencias liberadas se ha
hecho un analisis para comparar la homologia entre proteinas y se ha encontrado
que el género comparte una gran cantidad de proteinas pero en cuanto a cepa es

mucho mayor la homologia (Figura 1).

Azospirillum sp, BS10 Azospirillum brasilense Sp245
{4001 clusters) (4368 clusters)

Azaspirilum lipaferum 48
{2054 clusters)

Azospirilium brasilense CBG497
{42373 dusters)

Figural. Diagrama de Vent. Muestra la distribucion de las familias de proteinas en el genoma de
Azospirillum lipoferum 4B, Azospirillum Sp. B510, Azospirillum brasilense Sp. 245, Azospirillum
brasilense CBG497. (Wisniewski-Dyé et al. 2011)

A. brasilense Sp245, cepa aislada de trigo en Brasil, contiene siete replicones, con
un tamafio de genoma 7.5 Mbp (Wisniewski-Dyé et al. 2011).

Al ser liberado el genoma de A. brasilense Sp. 245 se observé que lo conforman
un cromosoma de 3.02 Mbp y seis plasmidos de 1.7 Mbp, 0.912 Mbp, 0.778Mbp,
0.690 Mbp, 0.191 Mbp y 0.167 Mbp, con un contenido de G+C de 68.5% y un
analisis realizado muestra que contiene alrededor de 7846 ORFs (Wisniewski-Dye
et al. 2012).

El genoma de A. brasilense CBG497, una cepa aislada de maiz cultivado en un

suelo alcalino al noreste de México, se obtuvo en un analisis comparativo con tres
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genomas descritos anteriormente de Azospirillum, los cuatro genomas estudiados
tienen un tamafo alrededor de 6.5-7.6 Mbp, y se componen de seis 0 siete
replicones; cromidos y plasmidos (que comprenden la mayor proporcion del total
del genoma de 55,2% a 59,8% (Wisniewski-Dyé et al. 2012).

El nacleo del genoma consiste de 2328 genes, que representa entre el 30% y 38%
del total de las proteinas codificadas dentro de un genoma y se encuentra
principalmente en el cromosoma, se observé que un 74% de genes es de origen
ancestral compartido con algunos parientes acuaticos. La parte no ancestral del
nacleo del genoma se enriquece con genes implicados en la transduccion de
sefales, en el transporte y el metabolismo de los hidratos de carbono y
aminoécidos, y en propiedades de la superficie, caracteristicas relacionadas con la
adaptacion al suelo y la rizosfera. Sin embargo, muchos genes especificos de las
cepas presentan funciones relacionadas con la colonizacion de raices de las
plantas (de quimiotaxis, la sintesis de polisacéaridos y pilus), para la promocion del
crecimiento vegetal (especialmente la biosintesis de las hormonas) y mas en
general, a la competencia de la rizosfera (catabolismo de compuestos aromaticos,

la absorcion de hierro (Wisniewski-Dyé et al. 2012).

Por lo tanto parece que cada especie o cepa posee determinantes genéticos
anicos, lo que evidencia el nicho especifico de adaptacién. Ademas, todos los
genomas contienen componentes accesorios relacionados con la plasticidad del
genoma que podria promover la adquisicion de DNA extrafio o reordenamientos
entre replicones (Wisniewski-Dyé et al. 2012).

1.4 Colonizacion

Una vez que las bacterias estan en las raices de las plantas, su fijacién a laraiz es
esencial para la asociacion eficiente con plantas y primordial para la posterior
colonizacion. Por ello es importante el primer paso de adhesién, ya que las

sustancias excretadas por estas podrian difundirse en el entorno y ser consumidas
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rapidamente por otro microorganismo (Bashan y Holguin, 1997). Se ha demostrado
que consiste en un proceso bifasico (Michiels et al. 1991). La primera etapa
consiste en la adsorcion primaria la cual es rapida, reversible, mas débil y se
produce dentro de 2 horas después de la inoculacion. La segunda fase de anclaje
seguro es irreversible toma 8-16 horas después de la inoculacion, es considerada
irreversible ya que hay una mayor adhesion, la cual esta asociada a la produccion
de exopolisacaridos de superficie “EPS” y por consecuencia a la formacién de

biopelicula.

Algunos efectos benéficos de la colonizacion de Azospirillum en las plantas son
incremento en altura, area radicular y rendimiento total de la cosecha (Bashan et
al. 1992; Wisniewski-Dyé, 2011).

1.5 Biopeliculas

Las biopeliculas son comunidades bacterianas en las que las células estan
incrustadas en una matriz unida a una superficie, se adhieren a superficies inertes
o tejidos, formado una capa compuesta por células microbianas, productos
celulares tales como los EPS, DNA, proteinas, fimbrias, pilis, iones y detritos
resultantes de la lisis celular. Cabe mencionar que cerca del 97% de las
biopeliculas se encuentra formadas por agua y la composicion de los EPS depende

de los que produzca el microorganismo (Branda et al. 2005).

Esta organizacién contribuye a proteger a las bacterias de condiciones poco
favorables (Davey, 2000) y la formacion de biopeliculas parece ser un factor
importante en el ciclo de patégenos bacterianos animales y plantas (Bogino et al.
2013)

Los pasos iniciales para la formacion de la biopelicula y su fijacién a la una

superficie estdn mediados por proteinas de membrana externa (por ejemplo,
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proteinas de union a calcio), pilus o LPS, posterior a la formacion de microcolonias,
la produccion de sefiales de deteccion del quorum sensing es requerido para la
formacién de una biopelicula madura (Rinaudi y Giordiano, 2010). Los EPS
proporcionan la forma arquitectonica de las biopeliculas y estabilizan su estructura
tridimensional, otro factor que influye en esta estructura tridimensional es el DNAe
(DNA exdgeno) que mediante la formacién de puentes de hidrogeno y otros
enlaces débiles, permite estabilizar la estructura (Wu, 2009). La matriz es
atravesada por canales, los mismos que permiten que las bacterias intercambien
agua, nutrientes, enzimas, y sefales, asi también como la disposicion de
metabolitos potencialmente tdxicos (Costerton, 1995; Stanley, 2004). La dispersion
de las biopeliculas permite que los microorganismos colonicen otras superficies o

sustratos, completando asi un proceso de desarrollo (Bogino et al. 2013).

Estudios recientes han demostrado que la intervencion de un segundo mensajero
funciona como un transmisor de las sefiales de la superficie celular a moléculas
diana que se encuentran en el citoplasma sea el causante principal de la

produccion de la biopelicula (Pesavento et al. 2009).

1.6 di-GMPc: un segundo mensajero

El 3’5 guanosin-monofosfato-ciclico (di-GMPc) fue identificado originalmente por
Benziman en 1987, como un activador alostérico necesario en la biosintesis de la
celulosa en Gluconacetobacter xylinus. Su estructura molecular se compone
basicamente de dos moléculas de GMP unidas por un enlace 3", 5" fosfodiéster
(Ross et al. 1987).

La sintesis y degradacion del di-GMPc esta asociado a dos proteinas que incluyen

en su estructura a los dominios GGDEF (recibe este nombre debido al patron de
secuencia conservado glicina, glicina, aspartato, glutamato y fenilalanina) y EAL
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(se denomina asi por sus residuos conservados glutamato, alanina y leucina (Xiqui
et al. 2010).

El di-GMPc se forma por la ciclacion de dos moléculas de GTP mientras que la
hidrolisis del di-GMPc con una fosfodiesterasa con dominio EAL tiene como
producto la formacion del producto 5'pG-p-G lineal y con una fosfodiesterasa con
dominio HD-GYP se obtienen dos moléculas de GMP como se muestra en la Figura
2 (Xiqui et al. 2010).

I
0 0
i i
Ho—lT—o—P—o—'ll_O o ' N‘)\"”
o 0 o
GIP OH OH 0
+ N km
0 0 0 < | A
i i i NN,
HO—F—0—P— 0—F—0 0
| |
0 o o
DGC l .
N '\MH
YIRS &
il g - . NN,
PIPUNG °,° ™ di-GMPc
T > 2"\
HN o o

Figura 2. Estructura del di-GMPc y esquema de las proteinas con actividad de diguanilato
ciclasa DGC con dominios GGDEF y de fosfodiesterasa que incluyen los dominios EAL (Xiqui et
al. 2010)
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El di-GMPc, esta implicado en la regulacién de procesos moleculares, incluyendo
la transcripcion, el control post-transcripcional y actividades enzimaticas celulares
responsables de la biosintesis de las moléculas que participan en la formacién de
la matriz de la biopelicula. Varios estudios lo sefialan como regulador en la
sefalizacion célula-célula, movilidad, virulencia y en la formacion de biopelicula,
figura 3 (Jenal et al. 2009; Méndez, 2005; Galperin, 2006).
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C o O, NO, CO [« . .carbohydrates subinhibitory
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Energ:,.-r
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X c-di-GMP receptor (e.g. Pil?) signalling module

Figura 3. di-GMPc y la regulacion de la dispersion de la biopelicula (Méndez, 2005; Galperin,
2006).

1.7 Importancia del dominio PAS

Los dominios PAS son mddulos de sefializacién importantes para la deteccion de
los cambios en la luz, el potencial redox, oxigeno, pequefios ligandos y el nivel
general de energia de una célula, las proteinas con dominios PAS se encuentran
en el citosol, por lo que pueden detectar los factores ambientales que atraviesan la

membrana celular y afecten el metabolismo celular.
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Su nombre se debe a que fue descubierto como una entidad conservada de la
estructura secundaria de la proteina del periodo circadiano (PERIOD); asi como en
la proteina movilizadora nuclear aryl hidrocarbonada (ARNT) y la proteina de la
mosca Drosophila (SIM), Per-Arnt-Sim o PAS (Huang et al. 1993). Se han
identificado en las proteinas de los tres dominios de la vida: bacterias, arqueas y

eucariotas.

Los dominios PAS se encuentran asociados a cofactores como el grupo hemo y el
nucledtido flavina-dinucledtido (FAD) o flavin-mononucle6tido (FMN). Algunos
dominios PAS que ligan el grupo hemo se han relacionado con la union de
moléculas gaseosas (Xiqui et al. 2010).

Los dominios PAS se combinan con una variedad de médulos de regulacion en
proteinas multidominio. Estos incluyen histidina y serina / treonina cinasas,
quimiorreceptores y fotorreceptores para taxis y tropismo, proteinas del reloj
circadiano, canales iénicos activados por voltaje, fosfodiesterasas de nucleotidos
ciclicos, y los reguladores de las respuestas a la hipoxia y el desarrollo

embriologico del sistema nervioso central (Barry et al. 1999).

Estudios recientes sugieren que un dominio PAS comprende una regién de
aproximadamente 100 a 120 aminoacidos. PAS y PAS-A-B con repeticiones
corresponden a la mitad N-terminal de los dominios PAS respectivos (Barry et al.
1999).
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2. Antecedentes

Los dominios GGDEF, EAL y HD-GYP estan ampliamente representados en
proteinas de algunas bacterias, mientras que estan ausentes en otras. Por ejemplo,
el genoma de: Pseudomonas aeruginosa codifica para 17 proteinas GGDEF, 5
EAL, 3HD-GYP y 16 GGDEF-EAL,; el de Vibrio cholerae para 31 proteinas GGDEF,
22 EAL, 9 HD-GYP y 10 GGDEF-EAL; Escherichia coli posee 29 proteinas con
dominios GGDEF o EAL, mientras que Mycobacterium tuberculosis 1, 2, y 0
respectivamente; en tanto que, en los genomas de Helicobacter pylori,
Mycoplasma pneumonie y Haemophilus influenzae no estan presentes. Por otra
parte, no se encontraron estos dominios en proteinas codificadas por genomas de
arqueas. En A. brasilense se han localizado 18 secuencias que codifican para las
ORFs con homologia a DGCs y a PDEs (Xiqui et al. 2010; Romero, 2012; Karatan
et al. 2009).

Un aspecto que caracteriza a las proteinas diguanilato ciclasas es su organizacion
modular con la presencia de otros dominios de entrada generalmente localizados
hacia el N-terminal (entre 50 hasta 150 aminoacidos de longitud), i. e. PAS, REC
(dominio de respuesta que es fosforilado), entre otros, los cuales unen una
variedad de ligandos. Y pueden detectar también sefiales citoplasméticas; se
propone que la unién al ligando crea un cambio conformacional que afecta la

transmision de la sefial al dominio C-terminal (Figura 3).
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3. Antecedentes Directos

En el laboratorio de Interaccion Bacteria-Planta del CICM ICUAP, se identificé una
secuencia codificante de una diguanilato ciclasa putativa, a partir de una banca

gendmica de A. brasilense Sp7 Xiqui et al. (2008).

Romero en 2012 realiz6 un andlisis in silico en la cepa de A. brasilense Sp245,
donde encontré un total de 30 proteinas putativas que podrian participar en la
sintesis y degradacion de di-GMPc, de las cuales: 15 proteinas tiene dominios
GGDEF, 4 tienen dominios EAL y 11 poseen dominios GGDEF/EAL.

Con el fin de determinar si el papel de la diguanilato ciclasa putativa localizada por
Xiqui et al. (2008) interviene en la formacién de biopelicula, se obtuvo la mutante
de la dgcA::gmR por medio de remplazo alélico en la cepa de A. brasilense Sp7 y
su complementacién genética de la mutante 1428-A incorporando por conjugacion
al plasmido pAB4.2dgcA (Romero, 2012).

Pl EraRY EraBV Eall EraR1
I I I I
o 6.14kb
gmi‘{_,,-"
P :
DizC ] AATS Cob D) H5asa

Figura 4. Mapa de genético del fragmento que contiene la secuencia de genes putativos para
las enzimas: Homoespermidina sintasa (HSase), Diguanilato ciclasa secuencia parcial (DGC),
Aromético aminotransferasa (AAT3), Proteina de sintesis de cobalamina (Cob D). Xiqui et al.
2008; Romero 2012.

Romero observé una disminucion significativa (59.17%) en la produccion de la
biopelicula, en la cepa mutante A. brasilense 1428-A en comparacion con la cepa

silvestre, sugiriendo que la CdgA putativa es relevante.

Noviembre 2014 Benemérita Universidad Auténoma de Puebla



Determinacién de la actividad enzimdatica de diguanilato ciclasa de la proteina CAdgA de
Azospirillum brasilense Sp7

Asi también observo la contribucion del gene cdgA a la regulacién de la produccion
de EPS, por medio de la determinacion de produccién de EPS, la mutante 1428-

A presento una disminucion del 21.05 % comparada con la cepa silvestre.
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4. Justificacion

Para una colonizacion eficiente de las raices de las plantas por Azospirillum son
relevantes su movilidad y su capacidad para formar biopeliculas. No se tienen
suficientes referencias que demuestren la funcién y participacion de las diguanilato
ciclasas y de las fosfodiesterasas de A. brasilense y su intervencion en la transiciéon
de una célula mévil a fase sésil. Por lo cual es oportuno realizar estudios para
dilucidar la sefializacion y el mecanismo por el cual el segundo mensajero di-GMPc
producto de la actividad de dichas enzimas interviene en la formacién de la
biopelicula, conocer estas redes de sefalizacion y el flujo de informacion nos
permitird entender mejor los mecanismos por los cuales se produce esta

interaccidn entre Azospirillum y las plantas que son colonizadas por esta bacteria.

5. Hipotesis

La proteina CdgA que presenta el dominio GGDEF y PAS/PAC presenta actividad

de diguanilato ciclasa e interviene en la formacion del di-GMPc en A. brasilense.
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6. Objetivo general

Determinar la actividad enzimatica especifica de diguanilato ciclasa (proteina
CdgA) de A. brasilense Sp7.

6.1 Objetivos especificos:
O Clonacién en un vector de expresion del gene cdgA
O Purificacion por cromatografia de afinidad de la proteina CdgA.

O Determinacion de la actividad enzimatica de la proteina CdgA.
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7. Esquema de trabajo

e AZOSspirillum brasilense Sp7

M Clonacion en el vector pCR2.1-TOPO -
d (cdgA)

! | ransformacion E. coli XL1-Blue S

Subclonacion en el vector de
expresion pQE-31 (cdgA)

Confirmacion de la insercion por un analisis
de restriccion y secuenciacion.

. Purificacion por cromatografia de exclusion
G-25 y de afinidad de Ni-NTA .

Actividad enzimatica de CdgA por

cromatografia de capa fina TLC
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8. Material y métodos

8.1 Material bioldgico:

Cepa Referencia

Azospirillum brasilense Sp7 Tarrand et al. 1978
E. coli XL1-Blue Stratagene

pCR 2.1 Topo Invitrogen
pQE-31 Qiagen

8.2 Clonacién del gen cdgA

Se disefiaron iniciadores con sitios de restriccion Sall y Hindlll flanqueando el gen
desde el ATG hasta el TGA (Coddn de paro).

LQ1F CGTCCGTCGACATGCTGGATTCGGTTGGTTC Tm: 53.8°C Promedio Tm
(Forward) Sall

LQ1R CGTCCAAGCTTTCACATGCCTGGTTCGTAAACC Tm: 56.3°C 55.05°C
(Reverse) Hindlll

Se crecid la cepa de A. brasilense Sp7 en medio Difco durante 16 horas y se realiz6

extraccion de DNA genomico por el método de CTAB de Sambrook (1989).
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Se amplifico el gen cdgA de A. brasilense Sp7, con las siguientes condiciones:

Componente Volumen (uL)

Agua 7.65
DMSO 1.0
Buffer MgClz 25
MgCl2 1.25
dNTP's 4.0
Oligo LQ1F 0.7
Oligo LQ1R 0.7
DNA 2.0
Taq Platinum 0.2
Vol. Total 20.0
Fase 1 95°C 5 minutos 1 ciclo
Fase 2 95°C 30 segundos | 30 ciclos

55.5 °C 1 minuto

72°C 2 minutos
Fase 3 72°C 10 minutos 1ciclo
Fase 4 4°C 0

Se purificé el producto de PCR por una columna Microcon de Millipore para retirar
los excesos de sales y se cloné en el vector pCR 2.1 TOPO como lo indica el
proveedor (Invitrogen), la clonacién se transformé en células quimiocompetentes
de E. coli XI1-Blue y se crecieron en placas con medio LB a 37°C durante 12 horas.

Se seleccionaron las clonas por resistencia a Ampicilina a 50 pg/mil.
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8.3 Subclonacion en el vector PQE-31

Se crecio la cepa que contenia el plasmido de la clonacion anterior en medio LB
liquido suplementado con Ap a 50 pg/ml a 37°C durante 12 horas, se realizo la
extraccion de DNA plasmidico (Sambrook et al. 1989), se comprobé por analisis de
restriccibn, PCR y secuenciacion. Posteriormente se extrajo el fragmento
correspondiente al gene cdgA por medio de los sitios de restriccion que flanquean
el gen y se subclond en el vector de expresion pQE-31 (Qiagen). El plasmido se
transformoé en células competentes de E. coli XI1-Blue en medio LB Ap a 50 pg/ml
a 37°C durante 12 horas y las clonas se confirmaron por un andlisis de restriccion,

PCR y secuenciacion.

P15

pQE-30, pQE-31,
pQE-32
3dkb

Figura 5. Mapas genéticos de los plasmidos utilizados para la clonacién y
subclonacion. Izquierda pCR2.1-TOPO (Invitrogene) y Derecha pQE-
31(Qiagen).

8.4 Ensayo expresion y purificacion CdgA.
Se realiz6 un precultivo de 12 horas de incubacion en medio LB (Luria Bertani)

con Ap (50 pg/ml). Se toman 6 ml del precultivo y se inoculé un matraz con 300 mi
de medio LB Ap (50 pg/ml), se incuba con agitaciéon a 37°C, hasta obtener un
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D.O.s00 0.5 a 0.7. Y se induce con una concentracion 1 mM de IPTG durante 2
horas a 30°C, se centrifuga el cultivo a 6,000 RPM durante 8 minutos para separar
el paquete celular del sobrenadante (Almacenar paquete celular a -80°C).

Se resuspende el paquete celular en 30 ml de la solucion de lisis (1% de Sarcosyl,
Anexo 5) y se agita en vortex, se deja incubar en refrigeracién durante media hora.
Se sbnica 2 minutos a 60 Hertz y 2 minutos a 80 Hertz (hasta eliminar la viscosidad
en la solucion), posteriormente se centrifuga a 12000 RPM durante 10 minutos a

4°C, se almacena el sobrenadante y el paquete celular a -80°C.

8.5 Cromatografia de exclusién G25

El sobrenadante con la solucion de lisis, se pasa a través de la columna con la
resina G-25 (previamente equilibrada, anexo 7) a 8°C con el fin de eliminar el
detergente contenido en el sobrenadante, al término se pasa la solucion de
equilibrio (NaCl 100 mM, buffer fosfatos de sodio 50 mM pH 8, MgCI2 10 mM,
PMSF 100 uM hasta asegurarse que la proteina se eluyé completamente. Se
colectan fracciones de 3ml (mantenerlas en hielo) y se analizan en un SDS-PAGE

para seleccionar las fracciones con la proteina de interés.

8.6 Cromatografia de afinidad Ni-NTA

Las fracciones con menor cantidad de sales (precipitado) obtenidas de la
cromatografia G-50, se mezclan y se dejan interactuar con la resina Ni-NTA
durante 2 horas en refrigeracion y agitacion (Equilibrar previamente la resina
durante una hora en agitacion con la solucion para equilibrar). Colocar la resina de
Ni-NTA en una columna, y proceder a realizar los lavados (solucion de lavado 20
mM imidazol) hasta retirar la proteina inespecifica (Obtener una D.O.250 igual a

cero). Realizar una segunda serie de lavados con una solucién a una concentracion
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1 M de NaCl (Obtener una D.O.2s0 igual a cero), finalmente proceder a eluir la
proteina (Solucién de elucion 250 mM de Imidazol), colectando alicuotas 0.5 ml.
Analizar en un SDS-PAGE. (Anexo 8)

8.7 Desalado y concentracion

Desalar las alicuotas de las eluciones con el fin de eliminar la mayor cantidad de
imidazol, concentrdndolas en un microcono de Millipore 30K sustituyendo la
solucion de elucién con el buffer de reaccién (50 mM de Tris-HCI (pH 7,6) 10 mM
de MgCl 2, 0.5 mM de EDTA y 50 mM de NaCl). Anexo 9y 10.

8.8 Ensayo de Diguanilato ciclasa

La reaccién se inicia con la adicion 33.3 nM [a-33P]-GTP a 50 pl del buffer de
reaccion con una concentracion de proteina establecida y se incuba a 30°C. Se
toman alicuotas a los 30, 60, 90, 120 min, se agrega un volumen de 5 ul de 0.5 M
EDTA para detener la reaccion, seguido de la desnaturalizacion de la enzima a
99°C por 15min. Se separa el sobrenadante de la reaccion, centrifugando a 16,000
X g durante 2 min. (Anexo 13)

8.9 Cromatografia capa fina (TLC)

Como fase estacionaria se marcé en la placa de PEI-TLC celulosa (previamente
lavada con LiCl 0.5 M) una linea de partida a una distancia de 1.5 cm de la orilla
inferior de la membrana y una linea de finalizado a 2 cm de la orilla superior. Se
colocan en la linea de partida de 2 a 4pl por muestra con un espacio entre ellas de
alrededor de 1.5 cm, se dejaron secar a temperatura ambiente (T.A.).
Posteriormente las placas se fijaron en metanol por 5min y se dejaron secar a T.A.

Se realizé la corrida de las muestras en una camara para TLC, con una fase maovil
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compuesta de una solucion 2:3 V/V 4.0 M (NH4)2SO4 (pH 3.6) y 1.5 M KH2PO4 (pH
3.5). Finalmente se revela la placa en una pelicula autoradiogréfica.
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9. Resultados

9.1Construccion del plasmido pABcdgA-2
9.1.1 Diseino de iniciadores

A patrtir de la secuencia utilizada por Romero en 2012 de A. brasilense Sp7, se
disefiaron los iniciadores flanqueando el marco de lectura abierto (ORF) del gene
cdgA y se seleccionaron dos enzimas de restriccion presentes en el sitio maltiple
de clonacién del vector pQE-31, los cuales fueron Sall y Hindlll cuyos sitios de
corte no se encontraban presentes en la secuencia correspondiente al ORF de
cdgA. En la tabla siguiente se muestran los iniciadores disefiados y el sitio de corte
incluido en cada uno de estos para la su posterior clonacion en el vector pQE31,
asi como la temperatura de alineamiento (Tm) de cada uno de ellos y el promedio

de las dos temperaturas.

Tm
LQ1F CGTCCGTCGACATGCTGGATTCGGTTGGTTC Sall 53.8
(Forward)
LQ1R CGTCCAAGCTTTCACATGCCTGGTTCGTAAACC | Hindlll 56.3
(Reverse)
Promedio 55.05
Tm

La temperatura promedio es de 55.05°C y a partir de esta temperatura establecida
se decidi6 realizar un PCR en gradiente tomando como temperatura intermedia la

temperatura promedio.
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9.1.2 Obtencion del producto de PCR

Para realizar el amplificado del ORF cdgA, se realiz6 inicialmente un andlisis de
las temperaturas de alineamiento (Tm) de los iniciadores para elegir la temperatura
adecuada para la amplificacién, se tom6 como temperatura de referencia para el

gradiente la temperatura promedio establecida en el analisis anterior.

Se realizé un PCR en gradiente con el DNA de A. brasilense Sp7 como templado
y con tres temperaturas, con la finalidad de establecer la temperatura de
alineamiento en la cual no se obtuvieran amplificados inespecificos. En la figura 5

se observan los productos de PCR obtenidos con las tres temperaturas.

B
| -
Pozo | Contenido
1 MPM ol
2 55°C 10000
8000
3 57.3°C 2000
4000
3500
3000
4 59.4°C 2500
2000
5 55°C  pAB240 7
(control positivo) 1000
750
500
250

-

Figura 5. PCR gradiente de temperaturas de cdgA. A) Producto de PCR en gradiente de
temperatura, en la tabla adjunta indica el contenido de cada carril y la temperatura por cada
reaccion. B) DNA gendmico de A. brasilense Sp7 usado como templado en el PCR.

En las tres temperaturas ensayadas se obtuvo una sola banda correspondiente al

amplificado esperado de 1645pb, se determin6 que bajo la condicion de 55°C se
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realizarian los amplificados posteriores a pesar de no encontrar diferencia entre los

productos obtenidos, ya que esta temperatura es la promedio.

9.1.3. Clonacion en el vector pCR2.1

Una vez establecida la temperatura de alineamiento se procedié a amplificar
nuevamente bajo esta condicion, el amplificado resultante sé clond inicialmente en
el vector pCR2.1 TOPO, el propdsito de esta clonacion era obtener un plasmido
que posteriormente serviria como templado para la clonacién en el vector de pQE-
31 mediante la extraccion del fragmento de interés por la digestion con las enzimas

de restriccién que flanquean el ORF, esta construccion se denominé pABcdgA-1

(Figura 6).
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Figura 6. Mapa del plasmido pABcdgA-1.

Para la confirmacion de que el fragmento correspondiente a cdgA no presentaba
cambios se realizd un perfil de restriccion comparado con el patrén determinado
en el programa pDRAW32 y realizando la digestion al amplificado utilizado para la

clonacion, este analisis se observa en la figura 7.
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Figura 7. Andlisis del amplificado de cdgA clonado en pCR2.1 TOPO y del amplificado utilizado
para la clonacién. A) Amplificado con los iniciaros disefiados del fragmento correspondiente en
cdgA clonado en el vector pCR2.1. B) Carril 2 y 5: digestiéon con Clal y Carril 1 y 4: digestién con
Pvul del producto de PCR, Carril 3: MPM y Carril 6: producto de PCR sin digerir. De lado izquierdo
del MPM corresponden a las digestiones del amplificado utilizado para la clonacién, de lado
derecho son digestiones del amplificado posterior a la clonacién. C) Andlisis in sillico del patrén
de restriccidn en el programa pDRAW32.

Como se puede observar las digestiones realizadas concuerdan con el patron
esperado en el analisis in silico y comparado con el perfil de restriccion del

amplificado utilizado para la clonacion.

Se realiz6 también una digestion con las enzimas Sall y Hindlll a la construccion

obtenida, misma que se evidencia en la figura 8.
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Figura 8. Restriccion de la construcciéon pABcdgA-1. A) Restriccion del pldsmido obtenido
posterior a la clonacién en el vector pCR2.1; Carril 1: MPM , Carril 2: Corte con Hindlll, Carril 3:
Sall y Hindlll Carril 4: Plasmido sin digerir B) Andlisis in sillico del patrén de restriccion en el
programa pDRAW32.

El patrén de restriccién coincide con el andlisis in silico y confirmé la insercion del
fragmento clonado en la construccion.

9.1.4 Subclonacién en el vector pQE-31

Se realizé la subclonacion en el vector de expresion pQE-31 utilizando el producto
de digestidn con las enzimas Sall y Hindlll del plasmido pABcdgA-1 y del vector de
expresion pQE-31, de tal forma que la clonacion es dirigida asegurando que las
clonas obtenidas contienen el fragmento correspondiente a cdgA en el sentido 5’-
3.
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Se seleccionaron seis clonas, las cuales se analizaron por digestion y PCR. En la
siguiente figura 9 se muestra un gel de agarosa al 0.7% con el DNA plasmidico de
cada una de las clonas analizadas y la digestion de los plasmidos.

1HpUIH
1eS+IIIPUIH

Figura 9. Andlisis de los plasmidos de las 6 clonas obtenidas de la subclonaciéon en pQE-31. A)
Extraccibn de DNA plasmidico de seis clonas a analizar. B) Analisis in sillico del patron de
restriccion del programa pDRAW32. C) Restriccién de los plasmidos obtenidos posterior a la
subclonacién en el vector pQE-31, Carril 1-6: Digestién Hindlll clonas 1-6, Carril 7: MPM, Carril 8-
13: Digestion doble con Hindlll y Sal clonas 1-6 y Carril 14: plasmido sin digerir.

De las seis clonas seleccionadas una de ellas no presentaba el mismo patron de

DNA plasmidico, asi como el perfil de restriccién esperado por lo que se descarto.

El resto de las clonas presentaron el perfil y se continuaron analizando. En el
siguiente andlisis (Figura 10) solamente se usaron las primeras tres clonas del

resultado anterior para amplificar el fragmento correspondiente a cdgA.
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Figura 10. Amplificado y digestion de las clonas 1, 2 y 3. A) Amplificado de las tres clonas
analizadas, Carril 1: MPM, Carril 2: Clona 1, Carril 3: Clona 2, Carril 4: Clona 3, Carril 5: Control
positivo y Carril 6: Templado de DNA usado en la clonacién de pABcdgA-1. B) Andlisis in sillico
del patrén de restriccion. C) Carril 1-3: Digestién con Clal, Carril 4: MPM, Carril 5-7: Digestion
Pvul del producto de PCR de cada una de las tres clonas y Carril 8: Producto de PCR sin digerir.

Las tres clonas seleccionadas coinciden con el perfil de restriccion del programa
pDRAW32, por lo que se escogio una de ellas para enviar a secuenciar.

A continuacion se muestra el mapa genético de la construccién que se denominé
pABcdgA-2 (Figura 11).
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Figura 11. Mapa genético del plasmido pABcdgA-2.

9.2Resultados de la secuenciacion

Se envib a secuenciar el amplificado de cdgA de la construccion pABcdgA-1 con
los iniciadores M13 y cdgA la construccion pABcdgA-2 con los iniciadores LQ1F y
LQ1R, el resultado de la secuenciacion se alineo con la secuencia de A. brasilense
Sp 245 del NCBI, a continuacion se muestra el alineamiento correspondiente a
pABcdgA-1 en la Figura 12.
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Topo ATGCTEEATICGETTGET TCGATGAGT ICT ICTEGGGAT GCGGRCERARCCCETETTENE &0
A Spzes ATGCTEEATTCGETTGET TCGAT GAGT ICT TC TR GEGAT GCGRAGGARACCCETGTIGNE 60

Topo CTGTGECGTET 6T TCGACACGCT GCOEACEEEGE TCTGC AT CACCROSGACGORGGERCT 120
Spzas CTGTGECGTGT 51 TCGACACECT GO OGACGEGGE TCTGCGT CACCAOGGACGOAGGGACT 120
e ks e ke b ke ek o e e e b o e e
Topo ATOCTETACGCCAACCCAGCCCTGCACGET CTECTECGC TAOCC TCOCGETGECCTGACT 180
Spzés ATOCTETACGCCAACCCAGTCCT GCACGET CTGCTECGC TACCCICONEETGEOCTGACT 180

Topso GEICTCGACCT TEOGG0GCT CGAGCOCGACCATEOCA AT CTOCCEC0ST TECCEGACECE 240
Spzés GEICTCGAOCT TEOGG0GCT GEAGCCEGACEATECCRAT CTOCCEE0ST TGCOGERCECE 240
e ke ke e ke ek ook e e e o e e
Topo COGGET GAACEECEATIGCECIGCCAGGACEETECARCC T CTE G TSGCTGRGTCEETC 300
Spzés CCGGET GAACEECGATTIGCECIGCCAGGAC GG TECRRCCGTCTEEETSECT GAGTCGETC 300

Topo CTCEECEACOR COCTCTACACCGACETCACT 360
Spz4s CTGEGCEACOGECEETCECTECEORT CTACACCGACETCACT 360
Topo CACCACCCEOAGEOECAEECOECECTEORCEATCACTCCT GATCAMGEAGGTECTETIC 420
Spz4s CAOCACCCECAGECECAECCEECECTCORCEATCAGCTCCTGATCAMECACGT ECTGTIC 420
Topo CAACE: TTTCCTCAACAAC CTCACTACACCGACTCCAAC 480
Spz4s CAACECT GTTITCETCAACARCGCOGCCEETEACT ACACGGACTGERAC 480
Topo CACGCCTTCEAACGCTRCACCEGECTEGAS0EOCGEAGCAT OGT CEOCARRACCECCTTC 540
Spz4s CACCCCTTCEAAC CCTACACCEGCCTCGAECCOCCEAGCAT CGT CEOCARRACCECCTIC 540
Topo
Spzds
B Tepo CGAGGAGGCGETT G 660
Spz4s CCGCAGCTACGAGEAGGCEETTCCCT TCETCEGCEEERT CTG &80
FRA b B A A B b b B S
Topo TCCAGCCTGACCANGECCET CTTCT GCGACAECACCEGARACCTGEECEECATOETCEEE 720
Spz4s TCCAGCCTGACCAMEEOCETCTTCT GCGAC MECACCEEAMACCTGRE0GECATOETCREE 720
Sk i o e e e
Tepa CMECGAGGACOGECT TCAGGOEATOCTGREE 780

CTGRAOCGRAGEECTG

Spz4s GTCATCC] TCAOCGARGGEC COGAECACOGECT TCASGCEATOCTGGAS 780

Topo
Sp24s
e e e e e e e e e e e e e e
Topo CACCTCAT COCTT TGAACOGCEACGAT CTGAT CEE0CEECA
Sp24s GAGCTGAT CGETT IGRAGCGCGAGGAT CTGAT CGGCCGECAGET!
Topo GACTATTATCT GGACCGGCACCAGCCTGAGCGGCTCATCGATCGTCTECGCTCCTACGGE 360
Sp24s GACTATTATCT GGACCGGCACCAGCCTGAGCGGCTCATCGATCGTCTEGCGCTCCTACGGE 360
Topo TCGETGACCARCATGGAGGT GCAGT ICCGCOGGGCCGACGGGICGT CCTTTIGGACGETE 1020
sp24s TCEGTGACCAACATEEAGCT GCAST ICCEC0SGE0CEACEEGTCETCCTTITEGACGETS 1020
Topo TTCACGETCAACCAGECGET GATCCAGGACGT TCAGS TG AATCTCECCTGEATCTACGAT 1080
Sp2és TTCACGETCAACCAGE0RET GATCCAGGACGT TCAGE TG AR TCT CECCTGEATCTACGAS 1080
Topa TAC CGEARCATEEAGEACGCECT ECECEACKT GECET COCGCEATS S 1140
Sp24s CGEAMCATGGAGEAGECECTSCECEACATGACGTCOCGCEATCCTCTE 1140
e S S e S P
Topa ACCGGARTCTACRAC TICCTICATGGARCTEECE0RCTCGCARCTC
Sp2ds ACCCGAATCTACKAC TTCCT TCATCCACTCE! COCAMCT
e e e e e e e e e e e e ke
sp24s $ls T 1
Topo Y TTCAGCGA TCGCT
sp24s AOCACAGCTA y
o s —
sp24s CAGGCCATCCTGCCCGAATACGACATT TCGETCEECTYCECOGOGAECAG TICRTGETG
Topo 2 TCCTGCGCGRATACGACATT 1 1
sp24s GTCCTGCC RGO CCACCECAGRGEAATOCCOCGTEE TEACCEARCGEETEOGC0GCCAT 1440
Tope TOC CG2A T ACGGE AT 1440

Topo

sp245 ATCTCEGCACTCOACCET TCCTACGACACGCTCGANAR X ROCTC 1560

Topo ATCTCSGCACTGGACGST 222 - oCTC 1560

sp2és CCCCICTA et GGAA TCCTCOTRT -§-~n~

Topo GecC 2 ' g (ACCRGGCATS 1
Geresesbtsbettittibitttsiienbtiiiibiiatatie bosation Sabide

=p24s T 1623

Topo TGA 1€23

D SeqgA ¢ Name ¢ Length 4 SeqB ¢ Name ¢ Length ¢ Score ¢
1 Topo 1623 2 Sp245 1623 99.88
Figura 12. Alineamientos de los resultados de la secuenciacion de la construccion pABcdgA-1,
A, B y C: Sp245: secuencia NCBI de A. brasilense Sp7, Topo: Secuencias correspondiente a la

construccion pABcdgA-1, en sombreado verde: cambios en las bases y cuadro rojo: localizacion
del motivo GGEEF. D) Score del alineamiento entre ambas secuencias.
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Se encontraron dos cambios en el alineamiento de las secuencias nucleotidicas,

dichos cambios no se encuentran en la region correspondiente al motivo GGEEF.

9.3 Alineamiento secuencia en aminoéacidos.

Para determinar que los cambios presentes en el analisis anterior no presenten un
cambio de aminoacidos se realizé la traduccién de la secuencia y se alineo con la

secuencia de A. brasilense Sp245 del NCBI, la siguiente figura 13 se muestra el
resultado del alineamiento.

A

TORO MLDSVG RMSSSGDAEETRVALWRVE DT LPTGVCVTTDAGTILYANPALEGLLRYPPGGLT €0
Sp24s MLD: JAEETRVALWRVFDT LPTGVCVTTDAGTILYANPALH 134
TORO ODANLPALPDAPGERRLRCQDGATVWVAESVGPTTGPLGERRSLRVYTDVS 120
Sp24s PODANLPALPDAPGERRLRCQDGATVWVAESVGPTTGPLGERRSLRVYTDVS 120
TORO HHRQAQAALRDQLIMKEVLFETL PVPVEVKNAAGEYT DCNDAFERY TGLERRS IVAKTAF 180
Sp24s HHERQAQAALRDQLIMKEVLFETL PV PVEVKNAAGEYTDCNDAFERY TGLERRS IVAKTAF 180
.............................................
TOPO AVMDPRIAKAHADQDREL' WGQR SYEEAVPFVGGT TRLS SLTKAVFCDS TG 240
Sp24s AVMDPR TAKAHADQDRELTVNWGQR SYEEAVPEVGGT TRLS SLTKAVFCDS TGN 40
TORO VIHDLTEGLPSEERLQAILEQSPIGVSVSRRDDGKIIFUNTRFAELIGLKREDLIGRQAR 300
Sp24s VIHDLTEGLPSEERLQAILEQSPIGVSY DDGKIIFVNTRFAELIGLKREDLIGRQAR 300
TORO
Sp24s
TORO YTDRRNMEEALRDMASRDPLTGIY LARSQLARK EPMSVEVLDVDHF
Sp24s YTORRNMEEALRDMASRDPLTGY LARSQLARAHRFSEPMSY!
TORO NDSYGH. RMVAGGCQRILREYDILGRL VVVLPGATAEE SRVVAERVRRH 480
Sp24s NDSYGH. LRMVAGGCQAILREYDILGRL V \ B
.............................................
SegA ¢ Name ¢ Len ¢ SegqB ¢ Name ¢ Length ¢ Score ¢
TORO LSRMAI PGPEGRFHLTSSIGISALDGS YDT LEKA THRAD LA LYRAKRE! . e oth i gth &
sp24s LSRMAI PGPEGRFHLTSS IGISALDGS YOT LEKA THRAD LALYRAKREG RNRVVV 0 ToPO 540 2 Sp24s 540 100.0

Figura 13. Alineamiento de Aminoacidos de ambas secuencias. A) Alineamiento a nivel

aminoacidos con respecto a la secuencia liberada de A. brasilense Sp 245, sombreado en rojo
motivo GGEEF B) Score del alineamiento.

Se encontré que los cambios en las bases codificaban para el mismo aminoacido

por lo que no se presentaba problema alguno. Estos cambios podrian deberse a
gue se trata de dos cepas distintas.
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9.4Induccién de la proteina CdgA

Para determinar las condiciones bajo las cuales se expresa la proteina es
necesario modificar concentracion del inductor, tiempo de induccion y temperatura.
Inicialmente se establecid utilizar 1 mM de IPTG, tras el resultado obtenido en el
ensayo (no mostrado), el siguiente paso era establecer el tiempo de induccion y la
temperatura que hasta este momento se habian realizado los ensayos a 37°C. En
la siguiente figura 14 muestra la determinacion del tiempo de induccion, se aprecia
el incremento de la proteina con peso molecular de 60KDa con el aumento del
tiempo de induccion.

|

1 Tiempo cero

2 1 hora

3 2 horas

4 3 horas

5 4 horas

6 6 horas

7 12 horas

8 6 horas/ sin
inducir

9 MP

Figura 14. Electroforetograma PAGE-SDS de la induccion a 1 mM de IPTG a diferentes horas a
37°C, extracto completo. Distribucion de las muestras en la tabla.

Con este ensayo se determiné que el tiempo de induccion de 2 horas era suficiente
para la produccion de la proteina CdgA, ya que mas horas de induccion podrian

provocar la formacion de cuerpos de inclusion.

P
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El siguiente paso consistia en separar el extracto en paquete celular vy
sobrenadante, para ello se liso el extracto por sonicacion y la separacion se realizd
por centrifugacion a 20,000 RPM (Figura 15).

250kD
150

100
75

50

37

25

20
15
10

Figura 15. Electroforetograma SDS-PAGE 2 y 3 horas de induccion a 37°C 1 mM IPTG posterior
la sonicacion y centrifugacion a 20,000 RPM. 1: MPM, 2: Paquete celular 2H, 3: Sobrenadante 2H,
4: Paquete celular 3H, 5: Sobrenadante 3H y 6: Extracto completo a 3H de induccién.

Debido a que la sonicacién y centrifugacion no era suficiente para obtener la
proteina en el sobrenadante, ya que como se aprecia en la figura 15 se encuentran
aparentemente en la misma proporcion del sobrenadante y el paquete celular a
causa de lo que podrian ser cuerpos de inclusién los cuales son agregados
proteicos que se encuentran tanto en citoplasma como en periplasma durante los
niveles de alta expresion en los sistemas heterélogos, el ambiente reductor del
citosol inhibe la formacién de enlaces disulfuro y como consecuencia la formacion
de estos agregados (Singh 2005), los cuales son inactivos cataliticamente
(Sgrensen 2005).
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Por esta situacion se decidié usar detergentes para solubilizar los cuerpos de
inclusion (Tao et al. 2010), estos detergentes fueron Chaps 1.5%, Triton X-100
1%, Tween20 1% y sarcosyl 1% (Figura 16).

DgcA
60kDa

Figura 16. Electroforetograma PAGE-SDS con los detergentes utilizados en la lisis. En el carril 1:
marcador de peso molecular, 2: extracto completo 0.5H 30°C, 3: paquete celular 2H y 30°C con
Chaps 1.5%, 4: sobrenadante 2H y 30°C con Chaps 1.5%, 5: extracto completo 2H a 30°C, 6:
paquete celular 2H y 30°C con Triton 1%, 7: sobrenadante 2H y 30°C con Tritdén 1%, 8: paquete
celular 2H y 30°C con Tween20 1%, 9: sobrenadante 2H y 30°C con Tween20 1% y 10:
sobrenadante 2H y 30°C con sarcosyl 1%.

Se determiné que sarcosyl al 1% era la concentracién ideal para la obtencion de la
proteina en el sobrenadante, ya que concentraciones menores no eran suficientes
para la solubilizacién de los cuerpos de inclusion, asi como el resto de los
detergentes utilizados, en la siguiente figura se muestra el resultado con sarcosyl

1% del extracto separado en paquete celular y sobrenadante (Figura 17).
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250kD
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50

37

25

Figura 17. Electroforetograma PAGE-SDS. 1: Marcador de peso molecular, 2: Paquete celular 2
horas y 30°C con sarcosyl 1% y 3: Sobrenadante 2 horas y 30°C con sarcosyl 1%.

Aunado al uso de detergentes se disminuy0 la temperatura de induccion (Sgrensen
2005) con la finalidad de disminuir la replicacion, transcripcién y traduccién en el
sistema, afectando la eficiencia del promotor con el objetivo de obtener la mayor
cantidad de la proteina en el sobrenadante y como es comprobado en las figuras
15,16y 17.

9.5Purificacién de la proteina CdgA
9.5.1 Cromatografia de exclusién G-50

Para eliminar el detergente utilizado en la lisis, el cual que podria afectar el ensayo
enzimatico posteriormente, se procedié a utilizar una cromatografia de exclusion
molecular G-50. Se colectaron fracciones de 3 ml y se analizaron en un PAGE-
SDS mostrado en la figura 18.

4

Noviembre 2014 Benemérita Universidad Auténoma de Puebla



V Determinacién de la actividad enziméatica de diguanilato ciclasa de la proteina CdgA de
Azospirillum brasilense Sp7

12 345 6789 10 12 345 678910 1 2 3

:
j

Figura 18. Electroforetograma PAGE-SDS fracciones obtenidas en cromatografia de exclusion
molecular G-50. A) Carril 1: MPM, 2-10: fracciones 1 a 9, B) 1: MPM, 2-10: fracciones 10 a 18 y C) 1:
MPM, 2: paquete celular y 3: sobrenadante.

Se seleccionaron las fracciones 8-15 para purificar con la cromatografia de

afinidad, ya que estas no presentaban precipitados.

9.5.2 Cromatografia de afinidad Ni-NTA

Las fracciones 8 a 15 resultantes de la cromatografia de exclusién molecular G-50
se mezclaron y se dejaron interaccionar con la resina Ni-NTA 2 horas en
refrigeracion, para posteriormente eluir en la columna con solucién de lavado
(Solucion 1), hasta que la D.O.2g0 llegara a cero, posterior a este lavado se realiza
una segunda serie de lavados aumentando la concentracion de NaCl 1 M (Solucion
2) con el fin de eliminar la proteina que quedaba ligada a la resina de forma
inespecifica y finalmente se eluyo la proteina CdgA con una solucion de imidazol
250 mM (Solucién 3), como se muestra en la figura 19 se obtuvieron 9 fracciones.
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Absorbancia 28onm

I] Solucion a || || Solucion 2 [I || Solucion 3 Il

Figura 19. Eluciones y absorbancia a 280 nm. A) Electroforetograma PAGE-SDS de las eluciones
con 250mM de Imidazol. B) Grafico con las D.O.280 con cada una de las sesiones de lavados y
elucién.

Las fracciones con mayor concentracion de la proteina CdgA fueron las tres

primeras en el electroforetograma PAGE-SDS anterior.

9.5.3 Desalado y concentracién de la proteina purificada

Para eliminar el exceso de Imidazol en las fracciones eluidas, se procedieron a
concentrar en un microcono 30K y se resuspendié el concentrado obtenido en el
buffer de reaccién requerido para los ensayos enzimaticos. Se realizé el Western
Blot de la proteina ya purificada usando anticuerpos Anti-polihistidinas
(Monoclonales, Invitrogene) en una dilucién 1:25,000 en una solucion al 5% de

BSA (Figura 20).
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75KD
ST

Figura 20. A) Electroforetograma PAGE-SDS proteina purificada. Carril 1: MPM y Carril 2: CdgA
concentrada. B) Western Blot de la proteina purificada Carril 1: MPM y Carril 2: CdgA concentrada.

Como alternativa para desalar y concentrar con el objetivo de recuperar una
concentracion mayor de proteina, se dializaron las eluciones durante 24 horas

usando el buffer de reaccion y su posterior concentracion con sacarosa, el
resultado es el siguiente (Figura 21).

Figura 21. Electroforetograma PAGE-SDS posterior a la didlisis. Carril 1: MPM y 2: proteina
concentrada por sacarosa.
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Sé decidio utilizar la proteina obtenida por didlisis para los siguientes ensayos, ya

que se recuperaba una concentracion mayor.

9.6 Formacion de dimeros

De acuerdo a los autores que han estudiado a las diguanilato ciclasas WspR de
P. aeruginosa (Nabanita 2008) y PleD C. crecentus (Paul 2007), estas requieren
de la formacién de un homodimero que permite la union de las dos moléculas de
GTP por cada homodimero para realizar la catélisis, por ello se realiz6 un ensayo
en un PAGE-Nativo con y sin el sustrato GTP colocando la reaccion a 30°C durante
1 hora, que nos permitid explorar la participacion del GTP en la formacion del
dimero (Figura 22).

Dimero DgcA
120kDa

Figura 22. Electroforetograma PAGE-Nativo Carril 1: MPM, 2: Albumina 10 pg, 3: reaccién 5.6 ug
CdgA sin GTP y 4: reaccion 5.6 ug CdgA con GTP.

Como se puede visualizar en la figura anterior concluimos que la formacion del

homodimero no es dependiente de la presencia del sustrato (GTP).

P
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9.7 Andlisis in silico de los dominios PAS

Se realizé un PAGE en condiciones nativas para determinar si CdgA también
formaba dimeros y si era indispensable el sustrato GTP para la formacion de estos,
encontramos que no se requeria del sustrato para la formacion del dimero, sin
embargo se encontré6 en la bibliografia revisada que los dominios PAS no
necesariamente son sitios de unién a pequefios ligandos como lo son hemo, FAD
y FMN sino ademas que pueden participar en la union proteina-proteina (Chao et
al. 2013).

Sé realiz6 una busqueda in silico del amino&cido triptéfano (W) en los tres dominios
PAS de la proteina CdgA, el cual es el probable sitio de union del cofactor FAD
(Xie et al. 2010) y probable responsable del aumento de la actividad de diguanilato
ciclasa. Para ello se ingres6é en una herramienta bioinformética la secuencia

aminoacidica de la proteina y se ubico el W (Figura 23).

A
PSE0112 PAS PAS repeat profile :

17 -71: score = 8.816 B

TR'»';-_: RVFDTLPTGVCOVTTDAGTILYANPALHGLLRYPPGGLTGLD == LAXLEPDD =~ - NifL Avin CAA4GO44
R Tt her Ecol PSB4E6

LLPEIFROT- - VEHAPIAISI TOLKANILYANRAF
SHPYVTOONTPLADDTTLMSTTDLOSY I THANDTF

Predicted feature:

DOMAIN 17 71 PAS
139 -185: score = 10329

Predicted feature:

AerC Abra
AerC Abra

NATL Avin CAAdGB44
her Ecol P58466
AerC Abra

herC Abra

NifL Avin CAA4GB44

ADTEATEITAALDKSNGIITFDT - YGNILSANDQF
EHIDLRGKAEATSKSQAVIEFTP -DGTVITANENF

.
RTITGYGSEEVLGRKNESILSNGTTP - RLVYQALWG
VOVSEYTLOELQGOPHNMVRHPDMP - KAAFADMWT
LRCHGYNL EEIKGKHHRIFVDPELHGSLDYED FWE
LSLLGYTLREIEGRHHSTFVDPAEHGGADYRAFWE

RLAQKKPWSGYLVNRRKDKTLYLAELTVAPVLNEA

DOMAIN 139 185 PAS Aer Ecol PS8466 TLRKGE PHSGIVKNRRKNGDHYWVRANAVPMVRE -
herC Abra RLRRGEFQSSLYKRIGKGGREVWI EASYNPTKNRQ
F F
251 7 score = 12936 AerC Abra SLROGRFOAAQYKRIGKGGRVVWIQASYNPVFDTS

SEERLQAILEQSPIGVSVSRRDDgKIIFVNTRFAEL IGLKREDL IGRQARDYYLDAHORE
RVIDALR-===-==

Predicted feature:
DOMAIN 251 N7 PAS

Figura 23. Andlisis in silico de la bisqueda del W. A) Dominios PAS de la proteina CdgA y B)
Alineamiento de dominios PAS Xie et al. 2010, donde se muestran los W conservados
encargados de la unién con el cofactor FAD y aumento de las actividades enzimaticas de estas
proteinas.

Como se puede observar en la Figura 23-A, el primero de los tres dominios PAS
que se encuentran en tandem en CdgA contiene un triptéfano (W), sitio probable
de la uniodn del cofactor FAD™.
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9.8 Alineamiento del sitio activo, de inhibicion y de union a metal con las
secuencias de WspR y PleD.

PleD y WspR son diguanilato ciclasas descritas anteriormente por lo que se cuenta
con su secuencia en la base de datos del NCBI y de las cuales ya se conoce el
sitio activo, sitio de inhibicidn y sitio de union a metal (Pirruccello et al. 2008; Paul
et al. 2007).A través de un alineamiento con estas proteinas descritas se
determinaron los sitios correspondientes a cada uno de los sitios anteriormente

mencionados en CdgA.

Sitio activo
SitioactivoW KSYNDTFGHVAGDEALRQVAGAIREGCSRSSDLAARYGGEE 41
SitioactivoP KKINDTFGHDIGDEVLREFALRLAS-NVRAIDLPCRYGGEE 40
SitioactivoCdga KRINDSYGHATGDDALRMVAGGCQA-ILREYDILGRLGGEE 40

* Kk ke o kK * ke KKk * * * . * Kk kK

SegA ¢ Name 4 Llength ¢ SeqB ¢ MName ¢ Length ¢ Score ¢

SitioactiveW | 41 2 SiticactiveP | 40 550
SitioactivoWW | 41 3 itinactivo 40 50.0
2 SiticactivoP | 40 =) itiactivo 40 45.0
Sitio de inhibicion
SitioIW RSSDLAARYGGEEFAMVLPGTSPGGARLLAEK 29
SitioICdgA REYDILGRLGGEEFVVVLPGATAEESRVVAER 29
SitioIP RAIDLPCRYGGEEFVVIMPDTALADALRIAER 29

* . * Ak khkhkk e e ek oo . « kK o

SegA & Mame # Length # SeqB &= MName & Length ¢ Score #
SitiaIVV 29 2 SitiglP 29 45.28
SiticlVW 29 3 Sitiol 29 4528

2 SiticlP 29 3 Sitiol 249 44 83
Sitio de unién a metal

SitiometalwW DVDYFKSYNDTFGHVAGDEALRQVAGAIREGCSRSSDLAARYGGE 45
SitiometalP DIDFFKKINDTFGHDIGDEVLREFALRLAS-NVRAIDLPCRYGGE 44
SitiometalCdgA DVDHFKRINDSYGHATGDDALRMVAGGCQA-ILREYDILGRLGGE 44

* ek kK * koo o kK * ko kx * * * . *  kkx %k

SegA $# Name # Length ¢4 SegB ¢ Name # Length ¢ Score $

SitiometalW | 45 2 SitiometalP 44 54.55
SitiometalW | 45 3 Sitiometal | 44 52.27
2 SitiometalP | 44 5! Sitiometal 44 4545
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En el sitio activo que corresponde principalmente al motivo GGEEF se encuentra
completamente conservado, la primera glicina (G) del motivo es el sitio de union
de las moléculas de GTP (Romling 2013), por otra parte el motivo RxxD que forma
parte del sitio de inhibicion también se encuentra conservado, lo que podria indicar
gue realmente tiene esta funcion. El sitio de unién a metal, donde puede ligarse
moléculas de Mg?* o Mn?* principalmente en el aminoacido glutamato (E) también
se encuentra conservado (Romling 2013), esta informacion indicaba que CdgA

reunia las caracteristicas que implicarian confirmar su actividad enzimatica.

9.9 Reacciones enziméaticas y cromatografia de capa fina (TLC)

Reuniendo la informacion obtenida del analisis in silico y los antecedentes de la
mutante dgcA::gmR de Romero (2012), se propone que CdgA tiene actividad de
diguanilato ciclasa, por ello se realizaron ensayos enzimaticos usando el sustrato
[a-32 P] GTP marcado radiactivamente y visualizando el resultado en placas de PEI-
Celulosa en una TLC evidenciando la migracion del sustrato y el producto (di-

GMPc) al exponer la placa en un film autoradiografico.

Se realizaron los ensayos enzimaticos incubando durante 1 hora a 30°C y usando
7.2 ug de la proteina CdgA purificada, en la figura 24 se aprecia en el
cromatograma variando el ion metalico entre magnesio (Mg*?), Manganeso (Mn*?),
Calcio (Ca*?) como inhibidor de la reaccion (Romling, 2013) y en conjunto
magnesio-manganeso, asi también usando como control negativo la proteina CdgA
desnaturalizada, todas las reacciones con el sustrato GTP marcado

radiactivamente.
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di-GMPc

Figura 24. PEI-TLC celulosa con diferentes iones metalicos por reaccion. 1: Cloruro de magnesio
(Mg*2) 10 mM, 2: Cloruro de Manganeso (Mn*2) 10 mM, 3: Cloruro de Calcio (Ca*?) 10 mM, 4:
Cloruro de magnesio (Mg*?) 5 mM y Cloruro de Manganeso (Mn*2) 5 mM y 5: Control negativo
(proteina desnaturalizada). 1 hora de incubacion a 30°C y FAD*.

El resultado del ensayo donde se usaron cloruros de Mg?*, Mn?*, Ca?* y ambos
(Mg?* y Mn?*), se determind que CdgA requiere de la presencia de ambos iones

(Mg?* y Mn?*) para mostrar actividad de diguanilato ciclasa.

Asi también se realizaron ensayos en presencia de FAD* (Figura 25) que
anteriormente se mencionaba, uno de los dominios PAS contiene un W conservado

probable sitio de unién al FAD* y responsable del aumento de la actividad.

Figura 25. PEI-TLC celulosa con y sin FAD*.1 hora de incubacion a 30°C. 1: Cloruro de
magnesio (Mg*?) 5 mM, sin FAD*, 2: FAD* 1 uM sin ion metalico (cloruros).
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En este ensayo se concluye que es indispensable el cofactor FAD™ para la actividad

de la proteina.

Una vez determinado que ambos iones tanto de Magnesio (Mg*?) y Manganeso
(Mn*?) se requieren para la actividad enzimatica de CdgA y la presencia de FAD*,
se procedi6 a realizar ensayos variando la concentracion de proteina a fin de
observar si la cantidad de di-GMPc aumentaba con mayor concentracion de
proteina en la reaccion. Se determing el factor de retencion para el GTP es de 0.3
(Figura 26).

GTP

di-GMPc

Figura 26. PEI-TLC celulosa variando concentracion de proteina. Carril 1: 8.25 pg de proteina,
Carril 2: 13.17 ug de proteina, Carril 3: 17.56 pg de proteina y Carril 4: control negativo (proteina
desnaturalizada). 1 hora de incubacién a 30°C y Cloruro de magnesio (Mg*?) 5 mM - Cloruro de
Manganeso (Mn*?) 5 mM.

En el ensayo se evidencio que cuando la concentracion de la proteina se aumenta
hay mayor cantidad de di-GMPc, cabe destacar que hay presencia de posibles

intermediarios que se observan entre el GTP y di-GMPc.
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10. Discusion:

Se han realizado varios estudios que han identificado y confirmado la participacion
de las DGCs en la formacién del di-GMPc y la intervencién de este en mecanismos
tales como la formacion de biopelicula, sin embargo la mayoria se refieren a
bacterias patdégenas y muy poco se sabe acerca de las bacterias del suelo
promotoras del crecimiento vegetal como Azospirillum. De la escasa informacion
en cuanto a bacterias del suelo se describi6é un estudio en Sinorhizobium meliloti
el cual mediante un andlisis bioinformético se identificaron 19 genes, que codifican
de manera presuntiva para proteinas con dominios GGDEF y EAL de los cuales 5
genes cuyos producto de traduccion presentan los dominios GGDEF, 4 con
dominios EAL, y 10 con ambos dominios GGDEF-EAL,; se realizaron mutantes de
14 genes, mostrando un crecimiento deficiente en medio minimo y la movilidad
disminuida, mientras que 11 mutantes producen mucho mas EPS y presentaron
alterado el proceso de nodulacion, resultando menos competitivas en la planta
huésped (alfalfa), lo que sugiere que las proteinas GGDEF y EAL pueden
desempefiar funciones relevantes durante la interacciéon S. meliloti -planta
huésped para establecer un proceso de simbiosis eficiente (Wang et al. 2010). Sin

embargo en este estudio la actividad de las proteinas no fue analizada.

En nuestro laboratorio se ha iniciado el estudio de estos genes correspondientes a
las diguanilato ciclasas y su probable participacion en varios procesos fisiolégicos
gue intervienen en la interaccion bacteria-planta. Como son movilidad y formacion
de biopelicula, describiendo la funcion de algunos de los genes presentes en el
genoma de A. brasilense cepas Sp7 y Sp245. No obstante, la actividad enzimatica
no habia sido evidenciada, es debido a ello que en este trabajo se demostro la
actividad de esta diguanilato ciclasa, para lograr el objetivo sé clono el gen cdgA
que codifica para la proteina CdgA de 540 aminoacidos en un sistema heterélogo,
usando el vector de expresion pQE-31 y sobre expresada en células E. coli XL1-

Blue. A pesar de que la clona que se escogié para trabajar no presentaba
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mutaciones como se muestra en el apartado de resultados (ensayos de restriccion
y secuenciacion), se formaron cuerpos de inclusion como se menciona en los
ensayos en los que la proteina se encontraba en el paquete celular y no en el
sobrenadante del extracto lisado (Fig. 15), por esta situacion se usaron detergentes
para disgregar y solubilizar los cuerpos de inclusion de acuerdo a lo propuesto por
Tao et al. (2010) donde recomiendan el empleo de Tritdn X-100, Chaps y Sarcosyl,
en este estudio el uso de Sarcosyl 1% resulto la concentracion ideal para la
obtencion de la proteina en la fraccion soluble, ya que concentraciones menores
no resultaron eficientes para la solubilizacion de los mismos, asi como el resto de

los detergentes utilizados y se procedi6 a realizar ensayos enzimaticos.

La formacion de protémeros (dimeros y tetrameros) es una necesidad aparente
para el mecanismo catalitico de dos DGCs de patdgenos descritas, WspR de P.
aeruginosa (Pirruccello et al. 2008) y PleD de C. crecentus (Paul et al. 2007). Los
estudios cristalogréficos y de mutacion sitio especifica sugieren que se genera un
sitio activo simétrico entre dos subunidades en la cavidad catalitica de dos
dominios GGDEF y es posible que la promocién o la inhibicion de la dimerizacion
sea un mecanismo clave de control en general de la actividad de la diguanilato
ciclasa como se muestra en el ejemplo de WspR en la figura 27 (Nabadita et al.
2008; Christen et al. 2006). Cabe sefialar que ademas se ha determinado que la
dimerizacion es una propiedad comun de las proteinas utilizada para proporcionar
estabilidad y transmitir sefiales que modulen la actividad de manera positiva y/o
negativa (Christen et al. 2006).

Teniendo en cuenta esta informacién y conociendo las condiciones de expresion
y purificacién de la CdgA se procedid a realizar un ensayo para determinar si la
proteina CdgA se encontraba dimerizada, observando que efectivamente la
conformacién nativa correspondia a un dimero, esto independiente de la

presencia del sustrato y del cofactor FAD* (Fig. 23).
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GGEEF motifs
(active site)

GGDEF
domains

c-di-GMP
(bound to I-site)

Stalks

CheY
domains

Mg?*

Figura 27. Estructura de la diguanilato ciclasa WspR de Pseudomonas aeruginosa en estado
dimerizado, se observa la posicién del sitio activo y del sitio de inhibicion Nabadita et al. 2008.

Sin embargo, a diferencia de PleD y WspR que dimerizan por sus dominios Rec y
CheY respectivamente (Figura 27), CdgA no cuenta con estos dominios. La
cristalizacion de la proteina RpBphP1 de Rhodopseudomonas palustris, que
contiene en el C-terminal un dominio de transduccion de salida (OTD, Out-
trasnducing domain), el cual incluye un dominio PAS/PAC, se establecié que las
hélices HI de este dominio estan involucradas en la dimerizacion ya que se
encuentran unidas por interacciones Van der Waals entre los residuos 504 a 528,
aunado a ello se determind que también forman puentes de hidrogeno en los
extremos permitiendo la interaccion entre ambos monomeros (Bellini 2012). Se ha
descrito que el motivo bHLH presente en el dominio PAS en el receptor de aril de
hidrocarburos (AHR) y el translocador (AHR) se encuentra involucrado en la
formacion de heterodimeros. Mientras que los dominios PAS ubicados en el N-
terminal contribuyen a la formacion de tetrameros en los canales i6nicos sensibles
al voltaje. Aunque, la intervencion de este dominio en la interaccion proteina-
proteina aun no es claro (Taylor y Zhulin, 1999). CdgA cuenta con tres dominios

PAS en tdndem y de acuerdo a lo anteriormente citado podrian estar interviniendo
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para la interaccion proteina-proteina, cabe destacar que para asegurar esta teoria

es necesario realizar los ensayos correspondientes para su afirmacion.

Las diguanilato ciclasas catalizan la formacion de un producto simétrico por
condensacion de dos moléculas de sustrato (GTP) idénticas (Figura 28), a
diferencia de las nucleotidil ciclasas monociclicas, que forman productos no
simétricos (Christen, 2006). Para formar el complejo enzima-sustrato
cataliticamente competente (complejo de Michaelis-Menten), dos dominios DGC
tienen que alinearse en orientacion antiparalela, de tal forma que los grupos 3-
OH de los sustratos unidos a cada dominio se coloquen en estrecha proximidad
al a-fosfato de la otra molécula de GTP y son posicionados para formar una
molécula intermedia durante el ataque nucleofilico al a-P, para finalmente formar
el enlace fosfodiester aP-BP (Wassmann et al. 2007). Esta actividad puede ser
revelada en el ensayo de cromatografia capa fina (TLC), donde se observa la

formacion de di-GMPc y lo que posiblemente sean intermediarios (Fig. 26).

e

GGEEF motifs ¢}

(active site)

¢-di-GMP
(bound to |-site)

R : Molecule A
" U : Molecule B

Figura 28. Localizacion de los sitios activos simétricos en el dimero y posicién de las moléculas
de GTP (circulos amarillos) y di-GMPc (pentagono azul) Nabadita et al. 2008.
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Paul et al. (2007), describieron que aunque la dimerizacion de PleD es necesaria
no es suficiente para la actividad de la enzima; en este estudio se construy6 una
mutante donde el residuo D del sitio activo A (GG[D/E]JEF) se reemplazé por un
residuo de Q, la importancia de este cambio radica en que el D en el sitio de union
a metal es el residuo donde ocurre la unién coordinada al Mg?*, destacando
también que el magnesio es requerido para la desprotonacion del grupo 3-OH de
uno de los dos sustratos de GTP y por consiguiente del ataque nucledfilico en a-
fosfato de la segunda molécula de GTP (Wassmann et al. 2007); sin embargo la
mutante podia formar dimeros ya que los dominios Recl/Rec2 se encontraban
intactos, demostrando que no solo la formacién del dimero es suficiente para la
actividad, sino también el sitio de unién a metal es crucial para la actividad catalitica
de la proteina. Tomando en consideracion estos datos, se realizd el analisis
bioinformético alineando el sitio activo, sitio de union a metal y el sitio de inhibicion
de la proteina CdgA con las secuencias de WspR (Pirruccello et al. 2008) y PleD
(Paul et al. 2007). Estudio in silico que nos permitié inferir que los aminoacidos
necesarios se encontraban conservados en CdgA y proponer que la proteina
podria ser cataliticamente activa. Para demostrar que el sitio de union a metal es
de interés para la actividad enzimatica tomando como ejemplo lo demostrado en
PleD, se realizaron ensayos enzimaticos con cloruro de Mg?*, Mn?*, Ca?* y ambos
(Mg?* y Mn?*), ya que el sitio de unién a metal promueve un incremento en la
actividad de la enzima puede ser ocupado por alguno de estos iones, siendo el Ca
un inhibidor de la actividad usado como control negativo (Rémling et al. 2013),
determinando que CdgA requiere de la presencia de ambos iones (Mg?* y Mn?*)

para su activad (Fig. 24).

En cuanto al sitio activo y de inhibicion, se destaca la presencia del residuo R
conservado (Arg-366 en PleD) que conecta ambos dominios, e incluida en el
motivo RXXD indispensable en la inhibicion, basado en el modelo de sitio activo,
dos mecanismos de inhibicién alternativos han sido previstos. En un primer
escenario, la union de di-GMPc a R (Figura 29) y de ese modo perturbar la union
de guanina que resulta en un aumento de la Kn para GTP. Alternativamente, la

unién del inhibidor podria reorganizar el complejo Mg%*—Carboxilo y por lo tanto
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desestabilizar el estado activo provocando un cambio conformacional (Paul et al.
2007). En el caso de CdgA se localizé el motivo RXXD conservado, el cual es un
indicio de que eventualmente tendria esa funcién. Por otro lado, en el sitio activo
se encuentra el motivo GGEEF completamente conservado en el que la primera G
del motivo participa en el sitio de unién de las moléculas de GTP (Rémling et al.
2013). El andlisis realizado nos permitié inferir que CdgA cuya hipétesis planteada
en este trabajo fue demostrada con los ensayos de TLC, al menos en lo referente

a la actividad enzimatica.

c-di-GMP
(2 molecules,
bound to l-site)

Figura 29. Acercamiento del sitio de inhibicién donde una molécula de di-GMPc se une a R de
este sitio para provocar inhibiciéon enzimatica. Nabadita et al. 2008.

Una vez demostrada la actividad de CdgA, surgio la pregunta de si ademas del
metal se requeria de otra molécula que interviniera en la actividad enzimatica. Ya
gue otros estudios han mostrado otra de las funciones de los dominios PAS es la
deteccion de oxigeno, potencial redox y la luz (Taylor y Zhulin, 1999) y no solo la
intervencién en la interaccion proteina- proteina. Xie et al. (2009) realizaron
alineamientos de dominios PAS (1649 dominios), que permitié separarlos en tres
grupos de acuerdo al cofactor capaz de unir respecto al dominio conservado,
concluyendo que un residuo de W (Trp87) del dominio PAS de NifL de Azotobacter

vinelandii es capaz de unir a FAD*. También en Bordetella pertussis se encontro
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que el dominio PASevg, un residuo conservado de H es el sitio de union de un
grupo hemo, semejante a los resultados encontrados para las proteinas FixL de
Bradirhizobium japonicum y S. meliloti. Dicho residuo se encuentra localizado en
la hélice larga a F, y se encontré que cuando es sustituido por un residuo de A en
Bordetella pertussis, que en condiciones de crecimiento aerdbico es virulenta se
inactivaba la proteina BvgS (Dupré et al. 2013). Tales estudios nhos motivaron a
explorar in silico los tres dominios PAS de CdgA con la finalidad de encontrar el
W que probablemente seria el sitio de unién al cofactor FAD*, localizando el
residuo W en el primer dominio, por lo que los ensayos siguientes se agrego FAD*
a la reaccion, debido a que el ensayo de TLC no es cuantitativo solo nos
permitimos proponer que la molécula incrementa la actividad de la CdgA, de

manera visual.

En conclusion el conjunto de los resultados obtenidos en este trabajo, asi como
los obtenidos anteriormente por Romero (2012), sobre la funcién del gen cdgA
gue codifica a CdgA, el cual participa en la formacion de biopelicula a través de la
formacion de la molécula sefal di-GMPc, proteina modular de sefalizacion
citoplasmatica, probablemente detecte el estatus redox de la célula por medio de
la poza intracelular del FAD*, que a su vez aumentaria la actividad de la CdgA.
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11. Conclusion:

®  Se sobreexpreso la CdgA recombinante en E. coli y se purifico por IMAC.

® La enzima no requiere de la presencia del sustrato (GTP) para su

conformacion activa (homodimero).

®m Se mostr6 que la proteina CdgA presenta actividad enzimatica de
diguanilato ciclasa produciendo di-GMPc, asi como la presencia de posibles

intermediarios en la formaciéon del di-GMPc.

= Uno de los tres dominios PAS, contiene un W conservado que
probablemente es el sitio de union al cofactor FAD* quien aumenta la
actividad de la enzima. Por tanto los dominios PAS participarian tanto en

dimerizacion, como en detectar el estado redox de la célula.

12. Perspectivas

v’ Cuantificar los productos de la reaccion por HPLC, permitiria determinar las
constantes enzimaticas de la CdgA.

v' Realizar una mutante por delecion en alguno de los 3 dominios PAS
permitiria evidenciar que estos intervienen en la formacién del dimero, como
se ha sugerido.

v' Generar la mutante sitio especifico en el W del primer dominio PAS,
contribuiria a la compresién de la estructura de esta proteina y sus sitios de
union a los cofactores, descartando o confirmando que este es esencial para
union del FAD*.
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ANEXOS 14

ANEXO 1. PREPARACION DE ADN PLASMIDICO POR LISIS ALCALINA CON SDS

(Modificado de Sambrook, et al. 1989)

Método:

1.

10.

11.

12.

13.

Tomar una colonia bacteriana y resuspender la en 5 ml de medio LB conteniendo el
antibiético adecuado. Incubar a 37 °C durante 14-16 h con agitacion vigorosa a 200
rpm.

Centrifugar 3-5 ml del cultivo bacteriano a 6000 rpm por 3 min en tubos Eppendorff
de 1.5 ml.

Eliminar el sobrenadante por decantacién y resuspender en 200ul de solucion
reguladora de lisis (solucién 1) 50 mM de Tris-HCI (pH 8.0) y de EDTA 10 mM.
Agregar 200 pl de lisozima preparada al momento (4 mg/ml). Nota: disolver la
lisozima en buffer P1.

Mantener el tubo con la solucion 1 durante 5 min a temperatura ambiente.
Agregar 400 pl de solucién de lisis (solucién 2) (NaOH 200 mM y SDS al 1%)
mezclar por inversion suavemente de 3-6 veces y mantener durante 5 minutos en
hielo, no excederse de ese tiempo.

Agregar 300 ul de la solucion de precipitado (solucion 3) de acetato de potasio 3.0
M pH 5.5 ajustado con &cido acético, mezclar suavemente por inversiéon de 3a 6
veces.

Incubar a -20 °C por 30 minutos.

Centrifugar por 15 min a 14,000 rpm a 4° C (centrifuga refrigerada).

Tomar el sobrenadante por aspiracién y transferirlo a un segundo tubo limpio y
estéril, centrifugar nuevamente a 14000 rpm por 15 minutos.

Tomar el sobrenadante por aspiracién y transferirlo a otro tubo limpio y estéril,
agregar 200 ul fenol saturado con Tris/HCI 0.1 M ajustado a un pH= 8y 200 ul de
cloroformo-alcohol isoamilico, mezclar suavemente por inversiéon durante 2 minutos
y centrifugar a 10000 rpm por 5 minutos.

Después de dos lavados con la mezcla de fenol/cloroformo-alcohol isoamilico hacer
un dltimo lavado con cloroformo-alcohol isoamilico para eliminar el exceso de fenol;
mezclar por inversion y centrifugar a 10000 rpm por 5 minutos.

Aspirar el sobrenadante y transferirlo a un tubo nuevo y estéril.
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14. Adadir 0.6 volimenes de isopropanol e incubar a temperatura ambiente por 10
minutos.

15. Centrifugar por 30 minutos a 14000 rpm a 4° C.

16. Eliminar el sobrenadante por decantacion. Eliminar las sales con 1 ml de etanol al
70%, mezclar suavemente por inversion de 2-3 veces y centrifugar por 5 minutos a
10,000 rpm a 4 °C. repetir el proceso 2 veces.

17. Colocar los tubos invertidos sobre un papel filtro durante 15 minutos para secar la
pastilla y eliminar el exceso de etanol.

18. Resuspender la pastilla en 50ul de una solucion de RNAsa 1 ug/ml e incubar a 37

°C por 30 minutos.
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ANEXO 2. CONDICIONES PCR PARA LA OBTENCION DEL AMPLIFICADO A USAR
EN LA CLONACION EN EL VECTOR PCR 2.1. TOPO. (Invitrogene)

Componente Volumen (L)

Agua 7.65
DMSO 1.0
Buffer MgCl, 2.5
MgCl. 1.25
dNTP’s 4.0
Oligo LQ1F 0.7
Oligo LQ1R 0.7
DNA 2.0
Taq Platinum 0.2
Vol. Total 20.0
Desnaturalizacion 95.0 °C 5 minutos 1 ciclo
Hibridacion 95.0 °C 30 segundos 30 ciclos

55.0 °C 1 minuto

72.0 °C 2 minutos

Extensioén 72.0°C 10 minutos 1 ciclo

4°C %
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ANEXO 3. TRANSFORMACION DE CELULAS DE E. coli
QUIMIOCOMPETENTES
(Modificado de Sambrook, et al. 1989)

PROTOCOLO

Colocar un bafio Maria a 42 °C.

Usar puntas de PCR para colocar la ligacién, el hielo, el bafio controlado a 42 °C y la
ligacion en hielo.

Tomar las células competentes de -80 °C y dejar 5 min en hielo. Agregar 2-3 ul de la
ligacién y dejar en hielo aproximadamente 5 min y posteriormente se realiza en choque
térmico a 42 °C por 2 min.

Incubar de 2-3 Ha 37 °C en 2 ml de LB 0 medio SOC en un tubo de 16 x 150 mm.
Preparar placas de LB con el antibiético indicado de preferencia el mismo dia.

Plaguear de la siguiente manera: 50, 100, 150, 200 ul y concentrado (para el concentrado
centrifugar los 1.5 ml de cultivo en un tubo eppendorf de 1.5 ml de capacidad y
resuspender en 150 pl de caldo LB.

Incubar las placas durante toda la noche a 37 °C y al siguiente dia seleccionar las colonias
blancas y resembrarlas en una placa de LB con el antibiético indicado.

Realizar el escrutinio por PCR y restriccion.

Noviembre 2014 Benemérita Universidad Auténoma de Puebla



Determinacién de la actividad enzimdatica de diguanilato ciclasa de la proteina CAdgA de
Azospirillum brasilense Sp7

ANEXO 4. PROTOCOLO DE INDUCCION DE LA PROTEINA CdgA TEMPERATURA
AMBIENTE (Modificado Quiagen, 1992)

» Se realiza un precultivo de 12 horas de incubacion en medio LB con Ampicilina (50 pg/ml).

+ Se toman 6ml del precultivo para inocular un matraz con 300ml de medio LB y Ampicilina
(50 pg/ml).

» Se incuba con agitacién a 37°C, hasta obtener un D.O. 0.5a0.7.

« Unavez alcanzada la D.O. se induce con una concentracion 1 mM de IPTG durante 1 hora
a 30°C.

* Centrifugar el cultivo a 6,000 RPM durante 8 minutos para separar el pellet del
sobrenadante. (Almacenar pellet a -80°C.

» Centrifugar las células a 8 000 RPM por 15 minutos, y se conserva el paquete
celular a -20 °C.
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ANEXO 5. LISIS CELULAR (Quiagen,1992)

o Resuspender el paquete celular obtenido de un cultivo celular pastillas a las 1, 2,
3,y 5 horas de induccién en 0.5 ml buffer de lisis | y agregar lisozima a una

concentracion de 0.5 mg/ml. Incubar a 37 °C.

o El lisado obtenido se lleva a sonicar durante 3 min, a 50 de amplitud y 6
pulsos/seg (Dos veces o0 hasta que se obtenga una fase transparente).

Nota: utiliza bafio de hielo.

e Centrifugar a 8000 rpm por 20 min en frio a (4°C) para separar la fraccion soluble
de la insoluble. (Sobrenadante y precipitado celular, respectivamente) Las

fracciones con proteina se Conservan a -20 °C hasta su utilizacion.

Solucién de lisis

50 mM NaH2POg4
300 mM NacCl
10 mM Imidazol
1 mg/ml Lisozima
0.1 mM PMSF
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ANEXO 6. IMMUNOBLOTING (WESTERN BLOT)

1) Separar las proteinas presentes en las muestras lisadas usando un gel de
poliacrylamida con SDS (PAGE-SDS). Cargar de 20-25ug de la proteina. La cantidad de
lisado que es cargado por banda depende del nivel de proteina expresada y puede variar

entre experimentos.

2) Transferir las proteinas del gel a una membrana de nitrocelulosa (Ver protocolo).

Realizar la tincion de Ponceau para verificar la eficiencia de la transferencia.

3) Bloquear la membrana por més de 60 minutos (2 horas) usando una solucion al 5% de
non-fat dry milk 6 albumina sérica bovina BSA (product No A 9647 Sigma Aldrich). En una
solucién salina de buffer de fosfatos pH= 7.4 (PBS product No. D 8537 Sigma Aldrich).

4) Lavar la membrana 3 veces por 5 minutos cada uno en PBS 10 mM a un pH=7.4
conteniendo 0.05% de Tween 20 (product No. P3563).

5) Incubar la membrana por 2 horas con el Antipolyhistidine Alkaline Phosphatase
conjugado (4°C) como el primer anticuerpo usando una concentracion optima de 1/2000

en PBS pH=7.4 conteniendo 1% de albumina sérica bovina BSA.

6) Lavar la membrana 3 veces por 5 minutos cada uno en PBS a 10 mM a un pH= 7.4

conteniendo 0.05% de Tween 20.

7) Tratar la membrana con un sustrato de fosfatasa alcalina. (eg. BCIP/NBT product No.
53771).

NOTA: todos los pasos de incubacién se realizan a una temperatura entre 18-20 °©
PREPARACION DEL SUSTRATO PARA DETECTAR FOSFATASA ALCALINA. Para 5ml
de buffer de fosfatos alcalinos (100mM/TRIS/HCL [pH=9], 150 mM NacCl, 1mM MgCly).

Adicionar 33 pl NBT y 16.5 yl BCIP. Adicionar primero NBT, mezclar y adicionar el BCIP

y seguir mezclando. NBT (nitro blue tetrazolium) formulacion: NBT (50 mg/ml) en 70%
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dimetilformamida.BCIP (5-Bromo-4Cloro-3indolyl- phosphate) formulacion: BCIP (50 mg-
ml) en 100% de dimethyformamide). Se almacena a -20 °C.

Colocar la mezcla sobre la membrana cuidando que no le dé la luz directamente tapar la
membrana con papel aluminio y agitar; ir observando la membrana para cuando aparecen
las bandas aproximadamente 2 minutos enseguida parar la reaccion con solucién stock

(20 mM TRIS/HCL [pH=8.0], 5 mM EDTA).

8) Secar la membrana y almacenar a temperatura ambiente cubierta de la luz.
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ANEXO 7. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR G-50.
(Modificado de Plumer, 1981)

Preparacion de laresina:

A 1 gramo de resina G-25 se adicionan 5 ml de agua desionizada estéril o buffer de
equilibrio para lograr su expansién. Se debe tener en cuenta la cantidad necesaria para

llenar dos terceras partes de la columna.
Equilibrio de la columna

Para expandir y equilibrar la resina G-25 se utiliza el buffer de fosfatos 50 mM con 5 mM
MgCls.

Expandida la resina G-25 y vertir a la columna. Dejar sedimentar minimo 4 horas o toda
la noche.

Pasado el tiempo de sedimentacién, equilibrar la resina eluyendo 200 ml del buffer
fosfatos y dejar sedimentar nuevamente toda la noche (se agrega PMSF al 1 mM y azida
de sodio al 0.02 M para evitar degradacion por proteasas y contaminacion por

microorganismaos).
Preparacion de la columna con la muestra

A la columna con la resina previamente equilibrada, agregar la muestra de extracto crudo
a analizar, y eluir dicha muestra con 60 ml del buffer de fosfatos y recolectar fracciones
de 3 ml.

Nota: Tener en cuenta el volumen muerto (Cantidad del buffer que se encuentra en el gel,
usualmente son dos terceras partes del volumen). Si la muestra es mayor al volumen

muerto, las proteinas salen de la columna y no caen en las fracciones de recoleccion.

e A partir de las fracciones recolectadas se realiza la lectura de cada una, en el
espectrofotdbmetro a una longitud de onda de 280 nm, para seleccionar las
fracciones con un mayor valor de absorbancia, lo que indica una mayor cantidad

proteina.

e A las fracciones seleccionadas con mayor cantidad de proteina se les realiza un
corrimiento electroforético SDS-PAGE y posteriormente un WESTERN BLOT.

Noviembre 2014 Benemérita Universidad Auténoma de Puebla



Determinacién de la actividad enzimdatica de diguanilato ciclasa de la proteina CAdgA de
Azospirillum brasilense Sp7

e Se seleccionan las fracciones que muestran reaccion para el western blot y se

realizan grupos con un volumen final de 8 ml.

Solucién:

Cromatografia G-50 pH: 8.0( NaCl al 100 mM+ Fosfatos de sodio al 50 mM+ MgCI2 al
10 mM+ PMSF al 100 uM)

Nota: Fosfato de sodio al 50 mM: Fosfato de sodio di basico (Na;HPO,) + 7 H,O y Fosfato
de sodio monobasico (NaH2PO4)+ H20.
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ANEXO 8. PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.
(Modificado de Invitrogen, 2006)
Equilibrio de la columna:

e Para unvolumen de 8 ml de los grupos obtenidos, utilizar aproximadamente una

cantidad de 2 ml de resina Ni*.

e Esta cantidad se vierte en una columna de un volumen aproximadamente de 10

ml, dejar sedimentar la resinay eliminar el sobrenadante.
e Dejar sedimentar durante un periodo de 30 min y eliminar el sobrenadante.
Procedimiento con muestra:

e Unavez equilibrada la resina resuspender con 8 ml de la muestra (conjunto de las
fracciones de la cromatografia G-50). Dejar agitando suavemente durante un

tiempo de 120 min.

e Dejar sedimentary eluir el sobrenadante por la resina. conservar esta elucion a -
20 °C.

e Resuspender la resina con 8 ml de buffer de lavado a 30 mM de Imidazol, se
deja asentar y se eluye el sobrenadante, y se conserva a -20 (se repite unas 3

veces mas)

¢ Resuspender laresina con una solucién con una concentraciéon 1 M de NacCl, eluir

el sobrenadante y conservar las alicuotas a -20°C.

o Resuspender la resina con 15 ml de buffer de elucién a 250 mM de imidazol, se

deja sedimentar y se eluye el sobrenadante recolectando fracciones de 1.5 ml.
o Realizar un SDS PAGEy western blot.

e Realizar conjuntos de fracciones para dializar y posteriormente concentrar. Cada
conjunto contiene 3 fracciones. Las fracciones mas contaminadas se analizan por

separado.
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Solucion Equilibrar Solucion Lavado 1 Soluciéon Alta[] NaCl 2 Solucion Elucion 3

50 mM NaH>PO, 50 mM NaH:PO4 50 mM NaH>PO.4 50 mM NaH>PO.4

300 mM NacCl 300 mM NacCl 1 M NacCl 300 mM NacCl

20 mM Imidazol 20 mM Imidazol 20 mM Imidazol 250 mM Imidazol
0.1 mM PMSF 0.1mM PMSF 0.1 mM PMSF

ANEXO 9. CONCENTRACION DE LA PROTEINA.

Para iniciar con la concentracién y cambio de buffer se realiza lo siguiente:
Desalar las alicuotas de las eluciones, concentrandolas en un microcon de Millipore 30K

sustituyendo la solucion de elucion con el buffer de reaccion.

Buffer de reaccioén

50 mM de Tris-HCI (pH 7,6)
10 mM de MgCl »,
50 mM de NaCl
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ANEXO 10. DIALISIS. (Jaskunas et al. 1968)

Las fracciones transferirlas a tubos de dialisis de celulosa con un poro que permite el paso
de moléculas de 12,000 Da.

. Se inicia la Didlisis con buffer de fosfatos de sodio 50 mM pH: 8.0 con una
incubacion de 3 a 4 horas a una temperatura de 4 °C.

= Después se hace un cambio de buffer (se utiliza el mismo buffer) y se deja toda la
noche a una temperatura de 4 °C.

= Se conservan los conjuntos a -20 hasta su concentracion.

= Posteriormente si se requiere se realiza un corrimiento electroforético SDS-PAGE
y se realiza un western blot.

ANEXO 11.CONCENTRACION DE LA PROTEINA.

1. Utilizar los tubos obtenidos en la didlisis, transferir a tubos de dialisis nuevamente
y sellar.

2. Colocar los sacos en forma de mono-capa y agregar una capa de sacarosa (la
cantidad de veces necesarias hasta eliminar el tampén en donde esta contenida
la proteina).

3. Enjuagar los sacos con agua destilada para eliminar el resto de sacarosa.

4. Abrir cada uno de los sacos, agregar 300 pl de tampén de almacenamiento
lavando las paredes de la membrana (buffer de fosfatos 50 mM pH 8.0).

5. Realizar un corrimiento electroforético SDS PAGE y WESTERN BLOT vy realizar
actividad diguanilato ciclasa.

ANEXO12. DETERMINACION DE CONCENTRACION DE PROTEINA POR EL
METODO DE BRADFORD (modificado de Bradford,1976)

1. Realizar una curva de calibracién ASB (Albumina sérica bovina)
Stock 1mg/ml de albamina.

3. Preparar la muestra blanco con 10 pl de H>O, agregar 200 pl del reactivo de
Bradford y llevar a un volumen de 1 ml con H,O.

4. Tomar de 50-100 ul de muestra, agregar 200 pl del reactivo de Bradford y llevar a

un volumen de 1 ml con H-O.
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5. Calibrar el espectrofotometro con la muestra blanco.

6. Inmediatamente leer al espectrofotometro a una D.Osgs.

ANEXO 13. ENSAYO ENZIMATICO

La reaccion se inicia mediante la adicién de 33.3 nM [a-**P]-GTP, la mezcla de reaccién se incuba
a 30°C, se toman alicuotas en los tiempos 30, 60, 90, 120 min.

A las alicuotas se les agrega un volumen de 5 ul de 0.5 M EDTA para detener la reaccion,
seguido se desnaturalizan por 15 min a 95°C, y se separan por centrifugacion a 16,000 X g
durante 2 min.

El sobrenadante se filtra a través de un filtro de 0,22-micras de tamafio del poro y se analiza.(Solo
para el HPLC).
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