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1. RESUMEN

Se calcula que el 80% de las necesidades dietéticas de los humanos provienen de las
fuentes vegetales. Se estima que para el afio 2050 la poblacion mundial alcance
aproximadamente los 10 mil millones de personas, por lo tanto, es necesario un aumento
sin precedentes en la produccion agricola. El proceso de desarrollo de cultivos es
usualmente controlado por sefales internas y externas que dependen de un suministro
adecuado de nutrientes del suelo hacia las raices de las plantas; en la actualidad existen
bacterias denominadas como rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV)
con la capacidad de favorecer estos procesos. Azospirillum baldaniorum Sp245 es una
RPCV ampliamente estudiada y descrita en la actualidad, con la capacidad de fijar
nitrogeno atmosférico, formar biopelicula, sintetizar fitohormonas, y quimiotaxis entre
otros. Estos mecanismos son claves durante la interaccion bacteria-planta en el proceso
de colonizacion generando efectos benéficos. Por lo tanto, en este trabajo se aborda el
estudio del analisis bioinformatico del gen hkhC incluyendo las relaciones filogenéticas
con base en la prediccion de filogramas moleculares y el analisis de su producto proteico
por medio de busqueda de motivos, modelado y acoplamiento molecular de los
dominios, y por ultimo el estudio experimental mutagénico del gen a través de la
obtencién de las mutantes A. baldaniorum AhkhC::kanR y A. baldaniorum AhkhB,
AhkhC::kanR. Ademas del posible papel que tendria hkhC en la formacién de un sistema
de multiples componentes (SMC) con posibles funciones en la regulacién del

crecimiento bacteriano, estrés osmotico, movilidad y formacion de biopelicula.




2. INTRODUCCION
2.1 Biotecnologiay produccion agricola

El papel que desarrolla la microbiologia, la agricultura y la biotecnologia ha
ganado mucha importancia en la produccion de cultivos, debido a que las fuentes
vegetales satisfacen alrededor del 80% de las necesidades dietéticas de los
humanos. Se estima que para el afio 2050 la poblacibn mundial alcance
aproximadamente los 10 mil millones de personas, por lo tanto, es necesario un
aumento sin precedentes en la produccion agricola con ayuda de las tecnologias
aplicadas a la microbiologia (FAO, 2017; Sessitsch et al., 2018; Steinbu, 2010).

El proceso de desarrollo de plantas es controlado por sefales internas y
externas, que dependen de un suministro adecuado de nutrientes y minerales

provenientes del suelo hacia las raices (Dotaniya & Meena, 2015).

2.2 Bacterias promotoras del crecimiento vegetal y su asociacion con la
rizosfera
Desde hace afios se ha observado la presencia en el suelo de una gran

variedad de microrganismos alrededor de las raices de las plantas, a este ambiente
se le ha denominado rizosfera (Hartmann & Baldani, 2006). Actualmente, la
rizosfera es definida como el volumen de suelo que esta bajo la influencia de las
raices de las plantas donde tienen lugar importantes interacciones microrganismo-
planta (Steinbu, 2010). Los organismos presentes en la microbiota de la rizosfera
pueden tener efectos profundos en el crecimiento, la nutricion y la salud de las
plantas en los agroecosistemas (Figura 1) (Philippot et al., 2013).

La rizosfera estd compuesta por tres zonas que se definen en funcion de su
proximidad e influencia a la raiz. La endorrizosfera incluye porciones de la corteza
y la endodermis donde los microorganismos y los cationes pueden ocupar el espacio
apoplasico. El rizoplano es la zona medial directamente adyacente a la raiz que
incluye la epidermis de la raiz y el mucilago. La zona mas externa es la ectorizosfera

gue se extiende desde el rizoplano hacia la mayor parte del suelo (McNear J¢, 2013).




Figura 1. Larizosfera. La rizosfera es una zona estrecha de suelo que rodea e influye en las raices
de las plantas. El esquema muestra imagenes ampliadas de la rizosfera, que contienen bacterias y
hongos (Philippot et al., 2013).

En los procesos de germinacion, crecimiento y nutricion de las raices de las plantas
a través del suelo, las interacciones entre los nutrientes, la pérdida de materia
organicay los exudados radiculares, potencian el desarrollo de actividad microbiana
inherente a la raiz, modificando el microclima de la rizosfera, a este proceso se le

conoce como “el efecto rizosférico” (Lynch & Whipps, 1990; Shukla et al., 2013).

Durante el desarrollo y nutricion de la planta existen bacterias especificas que
muestran la capacidad de favorecer algunos procesos biolégicos como la obtencién
de nitrogeno (fijadores de nitr6geno de vida libre y simbidticas), asi como la
produccion de fitohormonas (Dotaniya & Meena, 2015; Egamberdieva et al., 2017).
Las bacterias que cohabitan este microambiente (rizosfera) son denominadas
rizobacterias, las cuales ejercen efectos benéficos en el desarrollo de la planta,
clasificandolas como Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal o RPCV los
géneros bacterianos pertenecientes a este grupo son los siguientes: Acinetobacter,
Agrobacterium, Arthobacter, Azotobacter, Azoarcus Azospirillum, Burkholderia,
Bradyrhizobium, Enterobacter, Gluconacetobacter, Herbaspirillum Rhizobium,
Frankia, Serratia, Thiobacillus, Klebsiella, Paenibacillus Pseudomonas, y Bacillus
(Goswami et al., 2016).




2.3 Género Azospirillum
Uno de los géneros mas estudiados de las RPCV es Azospirillum. Las

bacterias del género Azospirillum pertenecen a la subclase de las alfa
proteobacterias que de igual manera constituye un subgrupo dentro de la familia
Rhodospirillaceae. Son bacterias Gram negativas, no formadoras de esporas
ampliamente distribuidas por todo el mundo, pero localizadas principalmente en
regiones tropicales, subtropicales y templadas; la mayoria de ellas se describieron
a partir de raices de plantas y muestras de suelo. Algunas especies de este género
tienen una importancia agricola significativa, especialmente como especies
fijadoras aerdbicas, con una gran capacidad para promover el crecimiento de las
plantas. Hasta la fecha se conocen 22 especies bacterianas, de las cuales
Azospirillum brasilense, Azospirillum baldaniorum y Azospirillum lipoferum son las
mas estudiadas y mejor descritas a nivel fisiologico, bioquimico, molecular y

agroecologico (Pedraza et al., 2020).

2.4 Azospirillum baldaniorum
A. baldaniorum es una especie bacteriana recientemente reclasificada que se

caracteriza por tener forma de bacilo, con una longitud aproximada de 2 a 4 um,
presenta flagelacion mixta (un flagelo polar y flagelos laterales), microaerofilica,
sintetizadora de auxinas (acido 3 indol-acético, acido 3-indol butirico), carotenoides,
oxido nitrico (NO), produccion de biopelicula, y una amplia gama de componentes
de la superficie celular, entre otros (Cassan et al., 2015). Estas caracteristicas
hacen que A. baldaniorum sea una importante promotora del crecimiento de las
plantas debido a sus efectos benéficos como la estimulacion de la densidad y
longitud de pelos radiculares, y provision de nutrientes durante su intima interaccion
(Ribaudo et al., 2006).

2.5 Asociacion de Azospirillum con la planta
Las rizobacterias producen una gran cantidad de sefales quimicas

indispensables para los procesos de comunicacion e interaccibn con otros
organismos y microorganismos. La liberacién de estas sefiales quimicas al entorno
(exudados radiculares) puede inducir procesos fisioldgicos especificos en bacterias,

hongos, y plantas presentes en la rizosfera a través de una comunicacion directa,




promoviendo una respuesta quimiotactica para colonizar los diferentes nichos
ecologicos. Azospirillum presenta dos estados fundamentales para buscar nuevos
nichos ecologicos. Un estado planctonico (mavil) y un estado sésil (adherido a las
raices de la planta) (Figura 2), la transicion entre estos es necesaria para un proceso
de colonizacién exitoso, que culminara en la produccion de expolisacéaridos (EPS) y
formacion de biopelicula. Un ejemplo particular es el proceso de adherencia de A.
baldaniorum Sp245 a las raices del trigo el cual ocurre en dos etapas; la primera
etapa es relativamente rapida, débil y reversible mediada por adhesinas como el
flagelo polar, por otra parte, la segunda etapa ocurre un anclaje irreversible mediado
por EPS (Keshav et al., 2013; Leuven & Croylaan, 1995). Un mecanismo por el cual
las bacterias pueden controlar esta transicion de estados, se debe en parte, a la
fluctuacion de los niveles intracelulares del segundo mensajero Diguanosil
Monofosfato Ciclico (diGMPc), los niveles de este segundo mensajero son
regulados por enzimas especificas nombradas como diguanilato ciclasas (DGCs)
con dominios GG(D/E)EF denominados de esta manera debido a su motivo
conservado, y fosfodiesterasas (PDEs) con dominios EAL y HD-GYP, las cuales

catalizan su sintesis y degradacion, respectivamente (Ramirez-Mata et al., 2016).

Autofluorescencia mCherry Merge

Figura 2. Microscopia de fluorescencia de Azospirillum baldaniorum colonizando las raices
del trigo. En la imagen se muestra A. baldaniorum Sp245 colonizando las raices de Triticum
aestivum var. Nana la cual esta marcada fluorescentemente con la proteina mCherry (Ramirez-Mata
et al., 2018).




2.6 Movilidad y quimiotaxis
La capacidad de las bacterias para movilizarse en gradientes fisicoquimicos

diferentes es definida como taxis; esta respuesta de movilidad celular se origina por
multiples sefales ambientales como la luz (fototaxis), el oxigeno (aerotaxis), el pH
(pH taxis), la temperatura (termotaxis), el potencial de reduccién (redox taxis), la
osmolaridad (osmotaxis), los campos magnéticos (magnetotaxis) y los compuestos
quimicos (quimiotaxis). La quimiotaxis bacteriana puede responder a estimulos
quimio atrayentes o quimio repelentes por medio de variados sistemas
guimiotacticos a través de procesos de deteccion, transduccion y regulacion de
seflales que afectan directamente al motor flagelar para una consecuente
movilizacion favorable para el crecimiento y la supervivencia bacteriana, siendo esta
Gltima caracteristica esencial en ambientes competitivos como la rizosfera (Scharf
et al., 2016).

A. baldaniorum y A. brasilense tienen la capacidad de quimiotaxis hacia moléculas
como acidos organicos, azucares, alcoholes de azlUcar y en menor medida
aminoacidos. Los &cidos organicos que son conocidos por ser intermediarios del
ciclo de Krebs, como el malato y el succinato, son atrayentes muy fuertes para
ambas especies. El piruvato, el citrato, el oxalato y el fumarato también presentan
buena atraccidon. Entre los azlcares, la fructosa es uno de los atrayentes mas
fuertes, pero la ribosa, arabinosa y galactosa también son buenos. Los aminoacidos
como el glutamato, aspartato, alanina, glutamina y asparagina son atrayentes
débiles para estas especies (Cassan et al., 2015). Actualmente, se conocen
diferentes modelos de sistemas quimiotacticos, uno de los mejores descritos es el
sistema Che en Escherichia coli relacionado a vias de sefializacion de mdltiples
componentes agrupados (Porter et al., 2011). Esta via de sefializaciébn empieza a
través de la deteccidbn de cambios en la concentracion de moléculas quimio-
efectoras por parte de un quimiorreceptor transmembranal con capacidad de
aceptar grupos metilos en su parte interna (MCP). La proteina CheW es el puente
de union fisico entre la cinasa histidinica CheA y el MCP. En respuesta a la
disminucién de la concentracion de quimio-atrayente, los quimiorreceptores activan

la via de autofosforilacion de CheA, una vez fosforilada (CheA-P) tiene la capacidad




de fosforilar a cualquiera de sus dos reguladores de respuesta afines (CheB y
CheY). Cuando el regulador CheY esta fosforilado, se une de manera especifica al
motor flagelar promoviendo un cambio en la direccion de rotacion de izquierda a
derecha. Por otra parte, CheB-P es una metilesterasa que trabaja en conjunto con
la metiltransferasa CheR, ambas proteinas actian regulando a la MCP de manera
positiva (CheR) y negativa (CheB) respondiendo a sefales quimioatrayentes y
guimiorepelentes. La ultima proteina del sistema es CheZ, una fosfatasa especifica
que desfosforila a CheY-P permitiendo una rapida terminacién de la via de
sefalizacion (Porter et al., 2011).

2.6.1 Sistemas de quimiotaxis en Azospirillum

En el genoma de A. brasilense Sp7 existen cuatro operones que codifican a los
sistemas quimiotacticos Chel, Che2, Che3 y Che4. En estos sistemas se han
descrito funciones especificas (a excepcién de Che3 y Che2), como la adhesion de
superficie celular, regulacién de la velocidad de nado, reversion de nado, sintesis
de flagelo, control de la composicion de EPS, procesos de agregacion y floculacion,
siendo estas Ultimas esenciales para la formacion de biopelicula (Bible et al., 2012;
Lutz, 2017; Mukherjee et al., 2016).

2.7 Formacién de biopelicula
Algunas bacterias tienen la capacidad de vivir en ambientes rodeados por

matrices de sustancias poliméricas extracelulares producidas por ellos mismos
denominadas como biopeliculas. Estas sustancias estan constituidas
principalmente por polisacéridos, proteinas, &cidos nucleicos Yy lipidos,
proporcionado estabilidad mecénica, capacidad de adhesion a superficies y la
formacion de una red polimérica cohesiva y tridimensional que interconecta e
inmoviliza transitoriamente a las bacterias. La matriz de la biopelicula puede actuar
como un sistema digestivo externo manteniendo a las enzimas extracelulares cerca
de las células, lo cual permite metabolizar biopolimeros sdlidos, coloidales y
disueltos. Ademas, la biopelicula confiere proteccion a la comunidad bacteriana

contra agentes externos (Flemming & Wingender, 2010; Singh et al., 2017).




El proceso necesario para la formacién de biopelicula es la adhesion que es el
contacto inicial y depende de una motilidad activa. En Azospirillum, esta primera
etapa es rapida y reversible por otra parte la segunda es lenta, de anclaje e
irreversible (Keshav et al., 2013). Ya adheridas las bacterias estas interactian con
los tejidos vegetales a través de adhesinas que incluyen polisacaridos y proteinas
de superficie (Danhorn & Fuqua, 2007).

Las bacterias han desarrollado una serie de mecanismos de transduccion de
sefales que son capaces de detectar y responder a una amplia gama de sefiales
ambientales y moleculares. Ejemplo algunos de ellos son los sistemas de regulacion
transcripcional, los sistemas de dos componentes (SDC) y las vias quimio-
sensoriales que son activados por la union de una molécula sefial al dominio de
union a ligando (LBD), sistemas que en su conjunto se han clasificado como

sistemas de transduccion de sefales (Martin-Mora et al., 2018).

2.8 Los sistemas de transduccioén de sefiales
Los sistemas de transduccion de sefales (STS) permiten a las bacterias detectar

y adaptarse a estimulos ambientales, llevando a cabo respuestas celulares
especificas. Existen tres principales STS conocidos, el mas simple constituye una
sola proteina capaz de percibir una sefial y directamente efectuar una respuesta
celular; estas proteinas denominadas como sistemas de un componente, tienen dos
tipos de dominios proteicos, uno de entrada (detector) y otro de salida (regulador).
Por otra parte, los sistemas de transduccion de sefiales mas complejos, involucran
al menos dos tipos de proteinas funcionales: una detectora y otra reguladora de
respuesta, conformando sistemas de doble componente; en este caso el
componente detector es una proteina con actividad cinasa que contiene un dominio
de entrada, un dominio transmisor, y un dominio de salida, esta sefal de salida
culminara en una proteina receptora que regulara la respuesta final de salida. El
tercer sistema de transduccion de sefales consiste en un sistema con mas dominios
proteicos y/o proteinas asociadas muchas veces nombrado como sistema de

multiples componentes (SMC) (Wager, 2011).




2.9 Sistemas de doble componente
Los sistemas de doble componente (SDC) o TCSs por sus siglas en inglés

(Two-Components Systems), juegan un papel importante en los procesos de
deteccidn y respuesta a estimulos ambientales. Una bacteria puede tener cientos
de SDC involucrados en funciones como la captacion de oxigeno y estado redox, la
respiracion de nitratos y nitritos, el transporte y metabolismo anaerdbico de citratos,
la movilidad y quimiotaxis, la fijacién y utilizacion de nitrégeno, la union celular, la
degradacion de derivados de benceno, el suministro de K*, la resistencia a
antibidticos, la osmolaridad, el control de temperatura, la esporulacion, la virulencia,
2010). Estos

sistemas son generalmente comprendidos por una cinasa histidinica (CH) (HK, del

el quorum sensing, la modificacién de lipidos, entre otros (Krell et al.,

inglés Histidine Kinase) que recibird una sefal de entrada y la transmitira la sefal
por medio de fosforilacién a un regulador de repuesta (RR). La fosforilacién del RR
generalmente conduce a un cambio conformacional que promueve una respuesta
de salida. En la figura 3 se muestra la arquitectura canénica de un SDC (Capra &
Laub, 2012).
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Figura 3. Esquema de un sistema de dos componentes candnico. Estructura y via de

sefalizacion tipica (Foster et al., 2004; Bhate et al., 2015).




2.10 Cinasas histidinicas
Las cinasas histidinicas detectoras (CHs) son unas de las principales

proteinas involucradas en la sefalizacion bacteriana. Con ellas se han podido
construir modelados de proteinas estudiado las estructuras extracelulares e
intracelulares, ademas de la prediccion de interaccién con sus RR, todo ello con
andlisis bioinforméticos (Bhate et al., 2015). Las CHs son proteinas multidominio
bifuncionales, esto significa que pueden actuar como cinasas auto fosforilandose, o
como fosfatasas desfosforilando a un RR o a ellas mismas. La mayoria de las CHs
incluyen al menos un dominio transmembranal, aunque también se pueden
encontrar libres en el citoplasma (figura 4), un dominio de dimerizacién y
fosfotransferencia de histidina abreviado como DHp o HiskA, un dominio de catalisis
y union a ATP abreviado como (CA) o HATPasa, y dominios de deteccidén asociados
que le permitiran percibir sefiales extracelulares o citoplasmaticas. Algunos
ejemplos de dominios de deteccion de estimulos externos son los dominios
PDC/PAS, a-helicoidales, Proteinas de union a sustrato periplasmica (PBP), entre
otros. Una vez recibida la sefial ésta se transmite hacia los dominios efectores (DHp
y CA). Hay casos, donde las sefiales que provienen del citoplasma son detectadas
por otra clase de CHs presentes en el citoplasma y asociadas a dominios detectores
HAMP, STAC, PAS y GAF (Zschiedrich et al., 2016). Las CHs se clasifican de igual
manera con base en sus dominios asociados en CHs clasicas e hibridas. Las CHs
clasicas se caracterizan por tener un dominio de deteccion, un dominio DHp y un
dominio CA, a diferencia de las CHs hibridas las cuales pueden tener mayor
cantidad de dominios asociados como el dominio receptor (REC) o incluso un
dominio de fosfotransferencia (Hpt) como se muestra en la figura 5 (Cheung &
Hendrickson, 2010).
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Figura. 4 Clasificacion de CH de acuerdo a su localizacion. Las cinasas histidinicas detectoras
pueden clasificarse de acuerdo con su localizacion A) CH anclada a la membrana B) CH
citoplasmatica. Dominios TM (morado), dominios detectores (verde) y dominios de transmision (azul)
(Cheung & Hendrickson, 2010).

Sonal —~
Hybnd histidine
s ? B)
, '\_
O~
sl A) A | o
—~— y i 3
Fa H AP
Histidin _ CA
kir \ ® b I
,-"~,>«"" O\-lwz'
\:\ A, AT {
LA LY
';: ov-”
f &
\ -:we
0 Histidine
phosphotransforase

T
=)

Figura 5. Clasificacién de CH de acuerdo a sus dominios de fosforilacidon. Estructura proteica

A) cinasa histidinica clasica, B) cinasa histidinica hibrida (Capra & Laub, 2012).

2.10.1 Los dominios DHp (HiskA), CA (HATPasa) y el proceso de
autofosforilacién
Los analisis estructurales revelan una arquitectura modular en las CHs, con

variaciones puntuales en la organizacién de los dominios principales, clasificandolas
en dos clases: la clase | y clase Il. En ambas clases esta presente el dominio CA el
cual se une al ATP en un cavidad (pocket) cubierto por medio de un bucle (loop)
flexible y variable nombrado como tapa para el ATP. Este dominio muestra un
pliegue de sandwich a/f similar a los dominios ATPasa de la superfamilia ATPasa
GHKL. El dominio CA interactla fisicamente con el dominio de dimerizacién y de
fosfotransferencia (DHp) que contiene el residuo conservado de histidina (H) que se
fosforila. En las CH de clase |, el dominio DHp precede inmediatamente al dominio
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CA mediando su dimerizacion. Este dominio esta formado por dos hélices largas
(alya 2), donde la a 1 contiene el residuo de H , mientras que en las CHs de clase
Il no participa el dominio CA en la dimerizacion, y no hay presencia del dominio
DHp, sin embargo, varios dominios adicionales como los dominios Hpt-S intervienen
en el proceso de fosfotransferencia junto con el dominio CA como se muestra en la
figura 6. Y por ultimo la clase Il es un tipo de CH con evolucién intermedia entre la
clase Il y la clase I. Ademas de que estas CHs solo encuentran en genomas con
genes relacionados a la formacion del pili tipo IV y sistema de quimiotaxis (Adebali
et al., 2017).

La clasificacion basada en secuencia de los diferentes dominios es util para los
andlisis estructurales y funcionales. De acuerdo a los dominios DHp, las CHs se han
agrupado en cuatro familias de acuerdo a la plataforma Pfam: mientras que el 85%
de ellas puede asignarse al grupo HisKA (PF00512), el 10% corresponde a las
cinasas histidinicas pertenecientes a la familia HisKA_3 (PF007730), y el otro 5%
restante pertenece a las familias HisKA_2 (PF07568), y HWE_HK (PF07536). En
las CH ortodoxas, los dominios DHp y CA estan conectados por un bucle flexible y
corto (5-10 residuos). Los HCs funcionan como dimeros y la dimerizacion tiene lugar
mediante la interaccion de las hélices DHp para formar un paquete de cuatro hélices
(Casino et al., 2014; Trajtenberg et al., 2010).

Con respecto al mecanismo de autofosforilacion, este evento ocurre cuando el y-
fosfato es separado del ATP con ayuda del dominio CA, y a su vez el dominio CA
fosforila al residuo conservado de H del dominio DHp. Actualmente se han descrito
dos vias principales de autofosforilacion dentro de las cinasas histidinicas diméricas:
la via de autofosforilacion trans y la via de autofosforilacion cis. La reaccién de
autofosforilacion en cis ocurre por medio de una via denominada intrasubunitaria
donde el ATP que se encuentra unido al dominio CA de una de las subunidades
fosforila a la H del dominio DHp presente en la misma subunidad. Por el contrario,
una reacciéon trans implica una via de autofosforilacién intersubunitaria, lo que

significa que un monoémero fosforila al residuo de H del otro. Los datos bioquimicos
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han confirmado la existencia de mecanismos cis y trans en diferentes CH (Casino
et al., 2014).
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Figura 6. Diagrama esquematico de las CHs de clase | y Il. Esta clasificacion se basa en la posicion
de la His conservada con respecto al dominio CA (el cual contiene las cajas conservadas N, G1, Fy
G2) en la secuencia primaria. En las CH de clase I, el residuo H conservado se encuentra en la caja
H del dominio DHp considerado el sitio de autofosforilacion primario, que posteriormente llevara a
cabo su proceso de fosforelevo. Por otra parte, en las cinasa histidinica de clase I, el residuo H
conservado esta en la caja H del dominio Hpt-S (Dutta et al., 1999).

Por otra parte, también existe otro sistema de clasificacion de HCs, generada a partir
de un estudio hecho con 336 HCs, en donde se clasifica a las HCs en 5 tipos
diferentes, con base a la posicidn de residuos conservados de la caja H del dominio
DHp. Las HCs de tipo | se encuentran predominantemente en bacterias, mientras
que las HCs de tipo Il no fueron prevalentes en bacterias, pero constituyeron el tipo
principal en Archeas. Las HCs de tipo Il fueron generalmente mas frecuentes en
bacterias grampositivas. Las HCs de tipo IV estan presentes en menor medida que
en bacterias. Por ultimo, las HCs de tipo V estdn compuestas por una HC quimio-
detectora o una cinasa tipo CheA. Las HCs de tipo | y Il poseen dominios cinasa
ortodoxos con los motivos consenso N, G1, Fy G2. Las HCs de tipo Il y IV poseen
los denominados dominios de cinasa poco ortodoxos donde el N1 del motivo N-box
es un residuo de glicina (Cinasa tipo Ill) o prolina (Cinasa tipo IV), la caja F esta
ausente y el motivo G2 esté truncado. El residuo de glicina conservado en el dominio
C terminal del motivo G2 esta presente en casi todos los dominios cinasa y
usualmente se le denomina como sitio G3. La caja H de la HC de tipo | contiene el

motivo consenso HEhRTPh, donde “H” indica el residuo invariante que define la
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posicion 1 del motivo y “h” significa los residuos hidréfobos conservados que podrian
presentarse (I, L, V, M). El motivo de la caja H de las HCs de tipo Il posee un residuo
conservado de asparagina en la posicion 5 y carecen de un residuo cargado
positivamente y una prolina entre las posiciones 4 y 6, respectivamente. Estas HCs
carecen de la presencia de una estructura de hélice-bucle-hélice. EI motivo de la
caja H de las HCs de tipo Ill se caracteriza por una secuencia R-E-L en el lado N
terminal del sitio de fosforilacion de histidina y ademas carecen de los residuos
conservados de prolina y los residuos cargados positivamente. En estas HCs se
predicen una estructura de hélice-bucle-hélice. El motivo de la caja H de las HCs de
tipo IV contiene un residuo de prolina en el lado N-terminal y la secuencia
conservada FLFNAL en el lado C-terminal del sitio de fosforilacion de histidina.
Finalmente, el dominio P1 de CheA contiene el motivo consenso HSIKG (Kim &
Forst, 2001).

2.11 Reguladores de Respuesta
Los reguladores de respuesta (RR) es el término acufiado en 1977 por Daniel

Koshland, para referirse a un conjunto de proteinas las cuales estan caracterizadas
por tener un dominio receptor (REC) descrito por primera vez en proteinas de
guimiotaxis CheY. Los dominios REC son el modo de regulacion mas comuan de los
RR, estos dominios sufren cambios conformacionales por medio de la fosforilacion
de un residuo conservado de acido aspartico (D), en otras palabras, son dominios
con la capacidad de recibir un grupo fosfato (fosfoaceptores) en la porcion N-
terminal del dominio, formando dimeros para propagar una amplia variedad de

sefales ambientales y extracelulares.

La fosfotransferencia de una CH a un RR puede conllevar a un cambio
conformacional en la regién C-terminal, la cual esta frecuentemente asociada a
dominios de salida con funciones en la union a ARN, ADN, proteinas (con actividad
enzimatica) regulando procesos transcripcionales, post-transcripcionales y post-

tranduccionales (Galperin, 2010).

2.12 Fosforelevo
La regulacion de los SDC es un proceso complejo debido a que durante el

mecanismo de transmisién del grupo fosfato los dominios de dos o mas
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componentes, se unirdn a los residuos conservados H y D de manera alternada.
Este mecanismo de trasladar un grupo fosfato de un residuo a otro sucesivamente
es denominado como fosforelevo. Los mecanismos de fosforelevo juegan un papel
muy importante en la regulacion de la expresion de genes, movilidad y actividad
enzimatica entre otras funciones en las bacterias. El mecanismo de accion por el
cual se da el fosforelevo puede ser de dos tipos: el fosforelevo mediado por una CH
clasica y el fosforelevo mediado por una CH hibrida. En ambos mecanismos, el
dominio DHp se auto fosforila con gasto de ATP en el residuo de histidina (H1), para
continuar con la fosforilacion del residuo de aspartato (D1) del dominio REC y
posteriormente fosforilar a un segundo residuo de histidina (H2) perteneciente a un
dominio de fosfotransferencia (Hpt), para que finalmente se transmita la sefial a un
segundo residuo conservado de aspartato (D2) en el dominio REC de un RR, este
mecanismo es representado en la figura 7 y 8 (Kim & Cho, 2006; Majdalani &
Gottesman, 2005). Gracias a que las estructuras de estas proteinas se encuentran
disponibles en las bases de datos actuales se ha podido predecir y elucidar de mejor
manera sus mecanismos de accién implicados con ayuda de analisis bioquimicos,

bioinforméticos, genéticos, y evolutivos.

HI DI H2 D2

""""""
.........

HK RR

Figura 7. Esquema del mecanismo de fosforilacién y desfosforilacién de residuos
aminoacidicos de un SDC. En letras mayudsculas y ndmeros se representan los residuos de
histidinas (H) y acidos asparticos (D) implicados en el mecanismo de fosforilacion y desfosforilacion
de un SDC (J. R. Kim & Cho, 2006).
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Figura 8. Mecanismo de fosforelevo en SDC. Figuras modificadas de la representacion
esquematica de los diferentes mecanismos de fosforelevo, en CH clasicas e hibridas hacia sus RR
afines (Sevilla et al., 2013; Borland et al., 2016).

2.13 Evolucion de los SDC
Los SDC se encuentran ampliamente distribuidos en los 3 grandes dominios

taxondmicos existentes: Archea, Bacteria y Eucaria. Con el nimero creciente de
genomas y metagenomas secuenciados en las bases de datos, la cantidad de SDC
ha ido aumentando desmesuradamente. Los analisis bioinformaticos y de
comparaciéon de genomas han proporcionado informacion esencial sobre procesos
evolutivos de los SDC, procesos como la duplicacion, la pérdida o ganancia de

genes, etc.

Los andlisis filogenéticos han permitido mostrar la existencia de relaciones
coevolutivas entre CHy RR. Se ha descrito gran cantidad de antiguos SDC basados
en analisis filogendmicos de estructuras proteicas (Galperin et al., 2018). Se sabe
gue los genomas evolucionan por la acumulacién gradual de mutaciones, por lo
tanto, la diferencia en la cantidad de modificaciones de secuencias de nucle6tidos
entre genomas deberia indicar qué tan recientemente esos genomas compartieron
un ancestro comun. Se esperaria que aquellos genomas que hayan divergido
recientemente en el pasado tuvieran menos diferencias que genomas cuyo ancestro
comun es mas antiguo. Esto significa que al comparar varios genomas deberia ser
posible determinar las relaciones evolutivas entre ellos, siendo esto un pilar

fundamental de la filogenia molecular (Ungewitter et al., 2015).
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2.14 Filogenia molecular
Actualmente se conoce que con solo tener las secuencias proteicas se puede

predecir la presencia o ausencia de dominios especificos de una proteina, sus
conformaciones tridimensionales, su evoluciéon filogenética y hasta sus posibles
funciones. Sin embargo, el ADN se ha convertido hoy en dia y por mucho, en la
molécula predominante en cuanto a la precision de evolucién filogenética se refiere.
Esto se debe principalmente a que las secuencias nucleotidicas brindan mayor
informacion filogenética que las secuencias proteicas, en pocas palabras las
secuencias de nucleotidos de un par de genes homologos tienen aln mas contenido
de informacion que las secuencias de aminoacidos de esos mismos genes
homologos, esto se explica ya que las mutaciones en el ADN pueden dan lugar a
cambios no sinGnimos, lo que significa que una mutacién podria modificar un codén
especifico codificando a un aminoacido muy diferente , a diferencia de utilizar las
secuencias proteicas ya que esos pequefios cambios serian imperceptibles en
aminoacidos sinonimos. El objetivo de la mayoria de los estudios filogenéticos es
reconstruir un patron evolutivo en forma de arbol que describa las relaciones
filogenéticas entre los organismos que se estudian con ayuda de alineamientos
multiples de secuencias. La topologia clasica de un arbol de ancestros y
descendientes comprende los siguientes elementos: nodos internos, nodos
externos, las longitudes de ramas (distancias evolutivas) que muestran el grado de
diferencias entre las secuencias de los genes o proteinas comparadas, siendo estas
mismas clasificadas como ramas internas, externas y terminales, las Unidades
Taxondmicas Operacionales (OTUs, por sus siglas en inglés) las cuales indican la
comparacion y relacion entre secuencias y la raiz la cual puede estar presente o
ausente, mostrando el ancestro en comun més antiguo o divergente. Ademas, en
estos analisis cada arbol filogenético debe contener al menos un grupo externo, el
cual se describe como una secuencia homologa perteneciente a un organismo o a
un grupo de organismos mas distantes que sirven como grupo de referencia
determinando las relaciones evolutivas de los grupos internos. El grupo externo
permite facilitar la localizacion de la raiz de un arbol e identificar la via evolutiva

correcta (Ungewitter et al., 2015).
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Se han desarrollado multiples métodos para inferir filogenias y construir arboles,
mientras algunos de ellos solo utilizan las formas mas simples de la evolucién, otros
emplean aspectos mas especificos en el proceso evolutivo. Los métodos basados
en distancias calculan las distancias genéticas por medio de pares de secuencias
en un conjunto de datos, los arboles filogenéticos se construyen a partir de matrices
de distancia utilizando un algoritmo de agrupamiento, con base en los datos
arrojados, un arbol puede ser obtenido mediante los siguientes meétodos: la
agrupacion de pares no ponderados con media aritmética (UPGMA), minimos
cuadrados o minima evolucién (LS), y unién de vecinos (NJ). Pese a la gran utilidad
de estos métodos basados en distancias, se tiende a omitir y perder informacién
evolutiva esencial englobada en el proceso de célculo de distancias evolutivas por
pares. Por otra parte, los métodos basados en caracteres utilizan directamente las
secuencias de nucledtidos y aminoacidos alineados aprovechando toda la
informacion disponible en cada secuencia homodloga. Actualmente, los métodos
basados en caracteres mas utilizados son los métodos de maxima parsimonia (MP)
y maxima verosimilitud (ML). En tanto que el método de MP es un modelo de
evolucion simple donde todas las posibles sustituciones de nucleétidos tienen la
misma probabilidad, el método de ML es puramente probabilistico lo cual permite
utilizar los diferentes modelos evolutivos de substitucion como Jukes-Cantor,
Kimura-2-parametros, Tamura-3-parametros, Hasegama-Kishino-Yano, Tamura-
Nei y tiempo general reversible. A diferencia de los métodos de busqueda
exhaustivos, que evallan todos los arboles filogenéticos posibles, los métodos de
basqueda de arboles exactos, reducen el nimero de arboles a evaluar y el tiempo
empleado ya que favorece al hallazgo del mejor arbol con el método de ramificacion
y ligadura (Branch and bound method), sin embargo este tipo de métodos son muy
lentos con cantidades considerables de secuencias a evaluar, por esta razon los
métodos iddneos a emplear son los de aproximacion de busqueda de arboles que
en su mayoria de veces encontraran el arbol con la mayor probabilidad. Desde otro
punto de vista, los métodos de busqueda de arboles aproximados son los
comunmente utilizados, entre estos métodos se encuentran el intercambio de

vecino mas cercano (NNI) y la poda e injerto de subarboles (SPR) que implican el
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reordenamiento y modificacion de la ramificacion, lo cual potenciara la predicciéon

de arboles con probabilidades cercanas al maximo (Semagn, 2014).

En cuanto a los analisis filogenéticos que se han realizado en el género Azospirillum,
los primeros indicios datan de 1984, donde Wosen y colaboradores analizaron una
subdivision de eubacterias especificamente el grupo de alfaprotobacterias donde se
encuentra el género Azospirillum, especialmente las especies A. brasilense y A.
baldaniorum en el andlisis. En este estudio se describe la subestructura filogenética
del grupo Alfa, por medio de la importancia evolutiva de fenotipos bioquimicos
(Woese et al., 1984).

Los estudios filogenéticos en Azospirilum han aumentado considerablemente a
través del tiempo en sus diferentes especies, estos estudios han contribuido en la
comprension de procesos como la fijacion de nitrogeno (Fani et al., 1989), los
patrones de restriccion (Giovannetti et al., 1992), el analisis de ADN 16S ribosomal
(Xia et al., 1994), la identificacién de operones relacionados a vias de sefializacion
de quimiotaxis (Hauwaerts et al., 2002), la transicion evolutiva a través de miles de
millones de afios desde medios acuaticos a terrestres (Wisniewski-Dyé et al., 2011),
la transferencia horizontal de genes (Acosta-Cruz et al., 2012), la distribucion de
sistemas de doble componente en el genoma (Borland et al., 2015), el empleo de
genes codificantes ampliamente conservados como marcadores filogenéticos
(Jijdbn-Moreno et al., 2015; Maroniche et al., 2017), y finalmente la reclasificacién de
especies (Ferreira et al.,, 2020) resaltando la importancia que los andlisis
filogenéticos pueden tener, en la compresion de sistemas como los sistemas de
traduccion de sefiales: sistemas quimiotacticos y de doble componente, etc. Por otra
parte, también existen otras maneras de poder seguir estudiando y comprendiendo
estos sistemas de transduccién de sefiales complejos, sin la necesidad de
experimentar fisicamente con ellos, una de ellas es el empleo de secuencias
proteicas con ordenador prediciendo modelos e interacciones biologicas como el

acoplamiento y modelado molecular.
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2.15 Anadlisis in silico de acoplamiento y modelado molecular
Se le ha denominado analisis in silico al proceso de recrear estructuras

complejas por medio de computadoras haciendo alusion el término “Silico”, a la
estructura interna de la computadora que esta hecha de 90% de silice. Estos
métodos se han desarrollado y especializado a través de los afios intentando
reproducir fendmenos naturales de alta complejidad o bien que contengan un
elevado numero de variables y datos, los cuales tomaria demasiado tiempo

analizarlos manualmente (Scior et al., 2007).

El acoplamiento molecular o molecular docking como se le conoce en inglés, es un
método computacional utilizado para predecir la interaccion de dos moléculas
generando un modelo de unién tridimensional, el acoplamiento se puede recrear
utilizando una molécula pequefia y una grande (macromolécula), un ejemplo de ello
es el acoplamiento proteina-ligando, pero también el acoplamiento puede ser entre
moléculas grandes de tamafios equivalentes como el acoplamiento proteina-
proteina, entre otros. En la actualidad, el proceso de acoplamiento molecular es
llevado a cabo por medio de servidores en linea y softwares especificos. Estos
servidores utilizan pardmetros experimentales como lo son cargas, angulos
geométricos y de torsion, para reducir la diferencia entre los datos experimentales
y las predicciones de la mecanica molecular simulada por computadora, empleando
modelos y ecuaciones matematicas. Aunque cada servidor y programa puede
emplear diferentes configuraciones para que el acoplamiento molecular sea
generado, incluyendo de manera estandar a los siguientes ejemplos: los campos de
fuerza (AMBER, GROMOS, MMFF94, CHARMM y UFF) y algoritmos (algoritmo
genético lamarckiano, coincidencia de formas, optimizacion local y evolutiva), el
calculo de posturas y refinamiento de interacciones receptor-ligando abordadas por
métodos flexibles y rigidos (Prieto-Martinez et al., 2018). Debido a que el
acoplamiento molecular solamente puede predecir interacciones de manera
simulada, se debe tomar con precaucion y cautela este tipo de analisis y ser

complementados con métodos experimentales.

Los detalles estructurales funcionales de las CHs no se conocian en afios pasados,

debido a la ausencia de datos. Hoy en dia, se han hecho estudios bioinformaticos y
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de simulacion de dinamica molecular combinados con entrecruzamiento vy
mutagénesis para deducir conformaciones proteicas. Un enfoque bioinformatico
denominado analisis de acoplamiento directo (DCA, por sus siglas en inglés) se es
capaz de identificar pares de residuos de contacto coevolutivo conjuntamente entre
proteinas que interactian y dominios de proteinas alineadas con sus secuencias.
Mediante analisis en dominios DHp se han podido identificar residuos de contacto
de estructuras de cinasas en estado incompetente y residuos de cinasas en estado
competente putativo, donde el ATP y la cinasa podrian estar simultaneamente en
una distancia de fosfotransferencia adecuada. Con ayuda de estos datos de
residuos provenientes de las secuencias, se ha podido realizar dinamicas
moleculares para modelar conformaciones activas de CHs, con base en ello, se ha
logrado reestablecer el funcionamiento de una CH hibrida DHp-CA no funcional.
(Zschiedrich et al., 2016). Con esto se destaca la importancia de los analisis de
acoplamiento molecular para la deduccion de funciones y actividad enzimatica en
los SDC.

3. ANTECEDENTES

3.1 Antecedentes generales

3.1.1 Sistemas de dos componentes en Azospirillum
Azospirillum tiene la capacidad de percibir y responder a diferentes estimulos

ambientales provenientes de la rizosfera, esto es debido a la presencia de una
amplia gama de sistemas proteicos interrelacionados como los sistemas de doble
componente (SDC), que detectan estimulos y responden de manera especifica. En
la actualidad hay pocos estudios que describan funciones de SDC en A. brasilense,
recientemente algunas cepas de A. brasilense fueron reclasificadas en una nueva
especie denominada A. baldaniorum donde se destaca principalmente la cepa A.
baldaniorum Sp245 (dos Santos Ferreira et al., 2020). Los estudios existentes de
SDC en este género bacteriano abordan; la expresion de vias catabolicas de
carbohidratos (Chattopadhyay et al., 1994), la regulacién y asimilacién de nitrato
(Ishida et al., 2002), procesos de quimiotaxis (Cui et al., 2011) y recientemente con
el surgimiento de la nueva era de la secuenciacion genomica ha permitido un

manejo masivo de datos debido al aumentado en la cantidad de genomas
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secuenciados de Azospirillum, permitiendo su uso para diferentes fines como son el

estudio y evolucion de sistemas de sefalizacion celular.

En 2015 Borland y colaboradores realizaron un andlisis in silico comparativo de
cuatro cepas del género Azospirillum; A. brasilense Sp245 (A. baldaniorum Sp245),
A. brasilense CBG 497, A. lipoferum 4B y Azospirillum SpB510, describiendo la
cantidad de SDC presentes en sus genomas y su distribucion. En el andlisis in silico
se encontro que el 3.3% de los genes totales (259 genes) de A. baldaniorum Sp245
codifican para SDC, de los cuales 133 genes codifican para CHs (74 para CHs
clasicas y 59 para CHs hibridas) 124 genes codifican para RRs y 2 genes para Hpt,
con una distribucion generalizada tanto en cromosoma como en plasmidos, como
se observa en la tabla 1 (Borland et al., 2015). Estos resultados indican la basta
distribucién que tienen los SDC en A. baldaniorum Sp245, otorgandole gran
flexibilidad regulatoria en procesos importantes como la sintesis de nitratos, la
movilidad, quimiotaxis, formacién de biopeliculas, entre otros; por lo cual estos
descubrimientos resaltan el papel fundamental de los estudios de SDC en genomas
y la adaptacién a entornos fluctuantes.

Strains and feature TCS type Chromosome pl p2 p3 p4 p5*? pé Total®

A. brasilense Sp245
Sensing HK Classic HK 31 22 8
HyHK 19 13 6 9 7 1 - 55
CheA 1 2 1
Qutput response RR 47 37 1
Phosphotransfer HisKA - - - - - - - 0
Hpt 1 1 - - - - - 2
Tota 99 75 34 23 25 3 - 259
ORF 3309 1812 922 824 691 163 125 7846
Size (Mpb) 302 177 091 078 069 019 017 753

Tabla 1 Diversidad de SDC presentes en el genomade A. brasilense Sp245 imagen modificada.
Andlisis in silico de SDC en A. brasilense Sp245, se indica la cantidad, el tipo y la ubicacion en

cromosoma y plasmidos (Borland et al., 2015).

3.2 Antecedentes especificos
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Con el objetivo de estudiar proteinas con dominios GGDEF implicadas en la sintesis
del segundo mensajero di-GMPc en el modelo de A. baldaniorum Sp245, Gamboa
en 2014 en el laboratorio interaccion bacteria-planta realiz6 una mutacion por
insercion en el gen AZOBR_p310007 (anteriormente nombrado AZOBR_RS26145)
presente en el plasmido tres el cual codifica para un regulador de respuesta con
funcién de DGC putativa que denominaron como diguanilato ciclasa E (CdgE), dicha
mutacion fue por medio de la insercion de un casete de resistencia a kanamicina y
un gen reportero que codifica a la enzima beta glucoronidasa (gusA-KmR), para
posteriormente realizar ensayos fenotipicos por medio de curvas de crecimiento
comparando a la cepa silvestre (A. baldaniorum Sp245) con la mutante obtenida 5A
(A. baldaniorum 5A cdgE::uidA-KmR), midiendo la cantidad de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) con respecto a la densidad optica (D.O.) a través
del tiempo (horas) en medio minimo K-malato. Los resultados arrojaron un
incremento significativo en el tiempo de generacion de la cepa mutante con respecto
a la cepa silvestre. Ademas, también realiz6 ensayos de sensibilidad al estrés
osmatico con NaCl entre ambas cepas, observando que la cepa mutante era mas
sensible al estrés osmético a comparacion de la cepa silvestre como se muestra en

las curvas de crecimiento de la figura 9 (Gamboa-Pérez, 2014).

A partir de los resultados anteriores, Avalos en 2015 realizé una mutacion por
eliminacion del gen cdgE generando la mutante A. baldaniorum AcdgE 7U-3.
Evaluando a la mutante con los siguientes ensayos fenotipicos; crecimiento
bacteriano, resistencia a estrés osmatico y formacion de biopelicula comparandola
con la cepa silvestre, sin embargo, no observé que existiera una diferencia
significativa entre la mutante A. baldaniorum 7U-3 (AcdgE) con respecto a la cepa
silvestre en tiempo de generacién bacteriana (Figura 10), como lo habia reportado
Gamboa en 2014. Posteriormente analizando el contexto genético del gen cdgE y
por medio de RT-PCR, se comprobé que al menos los genes cdgE y hkhB,
constituian un posible operéon (Figura 11). Esto concuerda con reportes donde
mencionan que una fraccién significativa de cinasas histidinicas estan codificadas
en operones conservados en conjunto con sus reguladores de respuesta afines

(Nussinov et al, 2017). Concluyéndose que la mutante 5A (cdgE::uidA-KmR)
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reportada por Gamboa habia provocado un corrimiento del marco de lectura abierto
generando una mutacién polar, y afectando directamente al gen préximo rio abajo
hkhB (Avalos-Rangel, 2015).

De acuerdo a los resultados obtenidos por Avalos, se atribuyd el efecto de la
alteracion en el crecimiento, y sensibilidad a estrés osmotico y formacion de
biopelicula a la mutacién polar del gen cdgE que posiblemente habia afectado al
gen hkhB, por esta razon Cordero en 2017 realiz6 una mutacién por eliminacion del
gen hkhB en la cual observé que la cepa mutante C5.56 (A. baldaniorum AhkhB),
no presentaba variacion alguna en el tiempo de generacién y sensibilidad a estrés
osmotico con respecto a la cepa silvestre, pero si una disminucién en la movilidad
como se habia reportado en los ensayos de movilidad de las mutantes generadas
por Gamboa en 2014 y Avalos en 2015, figura 12 (Cordero-Rivera, 2016).

A) Curva de Crecimiento en Medio K-Malato

B) Curva de Crecimiento en Medio K-Malato
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Figura 9. Curvas de crecimiento de la cepa silvestre A. baldaniorum Sp245, y la cepa mutante
A. baldaniorum 5-A (cdgE::uidA-KmR). Curvas de crecimiento bacterianas obtenidas en minimo
K-malato. A) Se observa la diferencia en el tiempo de generacién de ambas cepas en 20 horas. B)
Se observa la diferencia en el tiempo de generacibn de ambas cepas en condiciones de

hiperosmolaridad en 24 horas.
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Figura 10. Graficas de crecimiento de las cepas A. baldaniorum Sp245 y A. baldaniorum 7U-3
en condiciones isoosmoticas e hiperosmadticas. A) Se muestra la curva de crecimiento de las
cepas A. baldaniorum Sp245AcdgE 7U-3 y A. baldaniorum Sp245 durante 24 horas. B) Crecimiento
de 20 horas a diferentes concentraciones de NacCl, de las cepas A. baldaniorum Sp245AcdgE 7U-3
y A. baldaniorum Sp245 (Avalos-Rangel, 2015).
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Figura 11. Esquemas de los analisis de amplificacién de la reaccidn de retrotranscripcion en
cadena de la polimerasa de los genes dgcE y hkhB. A) Representaciéon de los iniciadores
utilizados para el ensayo de RT-PCR que comprueba ausencia de la mutacion polar en la mutante
A. baldaniorum Sp245AcdgE 7U-3. B) Electroforetograma de RT-PCR de A. baldaniorum Sp245
(Carril 5) y A. baldaniorum Sp245AcdgE 7U-3 (carril 6). Control positivo ADN de A. baldaniorum
Sp245, A. baldaniorum Sp245AcdgE 7U-3 y pKl8mobsacB/PM-AcdgE-QH (Carriles 1-3
respectivamente), MPM 1 Kb carril 4 (Avalos-Rangel, 2015).
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Figura 12. Ensayos de movilidad en las cepas mutantes y silvestre. A) Se muestra halos de
crecimiento por medio de ensayos de movilidad de Azospirillum baldaniorum Sp245, 5-A (mutante
cdgE::uidA-KmR), 7U-3 (mutante AcdgE) y C5.56 (mutante AhkhB). (Cordero-Rivera, 2016).

En analisis previos de nuestro laboratorio, se ha identificado un operdn putativo
involucrado en procesos como crecimiento, tolerancia a estrés osmotico, movilidad
y formacion de biopelicula que conformarian cinco genes que codifican
presuntivamente a dos proteinas cinasas histidinicas hibridas (HkhB y HkhC) y tres
reguladores de respuesta (CdgE, CheY-Like y LuxO-Like) en A. baldaniorum Sp245.

En este estudio se aborda la participacion y analisis del gen hkhC.

4. Planteamiento del problema

En la actualidad el aumento en la poblacional mundial se estima alcanzara los diez
mil millones de personas en las proximas tres décadas que causara el inevitable
incremento sin precedentes en la produccién agricola para saciar la demanda
mundial. Debidos a estas condiciones es apremiante la necesidad de apoyarnos
con nuevas alternativas biotecnolégicas y de manipulacion genética microbioldgica
para poder comprender y elucidar la compleja interaccion que existe entre las
plantas y las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) como lo es A.
baldaniorum a través de sistemas proteicos implicados en la colonizacién de las
raices. Estos sistemas proteicos que participarian en procesos biolégicos
esenciales, como crecimiento, tolerancia al estrés osmético, movilidad, quimiotaxis,
y formacién de biopelicula, primordiales para una colonizacion exitosa de la bacteria

hacia la planta.

5. Justificacién
Los sistemas de traduccion de sefales y principalmente los sistemas de doble

componente son fundamentales para que A. baldaniorum pueda competir y percibir
sefiales ambientales en un entorno tan complejo como lo es la rizosfera. De acuerdo
a lo observado en los trabajos de Gamboa (2014), Avalos (2015), Cordero (2017) y
Cosme (2019), los genes cdgE, hkhB, CheY-Like, LuxO y hkhC podrian estar
formando un operdén el cual regularia procesos fundamentales como lo son el

crecimiento, la tolerancia a estrés osmoético, la movilidad y formacién de biopelicula
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en A. baldaniorum Sp245, funciones biolégicas importantes para una supervivencia
y colonizacion exitosa de las raices. Por lo cual es fundamental el estudio del gen

hkhC el cual podria estar funcionando como una posible CH hibrida soluble.

6. Objetivo general:
Estudiar el gen hkhC que codifica a una cinasa histidinica hibrida de A. baldaniourm

Sp245

6.1 Objetivos especificos
1) Generar la mutacion por eliminacion del gen hkhC, e insercion de un casete de

resistencia a kanamicina como marcador de seleccién en A. baldaniorum Sp245.

2) Generar una doble mutante AhkhB, AhkhC::kanR a partir del fondo genético de
la mutante A. baldaniorum AhkhB.

3) Analizar filogenéticamente el gen hkhC.

4) Realizar un analisis bioinformético de la proteina HkhC de A. baldaniorum Sp245.

7. Materiales y Métodos

ANALISIS IN SILICO
7.1 Seleccion del gen hkhC:

Se realiz6 una busqueda in silico del gen hkhC con ayuda de la base de datos
del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI por sus siglas en inglés),
dentro de la secuencia del genoma completo de A. baldaniorum Sp245 con codigo
de bioprojecto PRIEA70627, depositado por el Instituto Tecnolégico de Georgia en
2011. La secuencia del gen hkhC se encuentra depositada con el numero de
referencia AZOBR_p310003.
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7.2 Andlisis de promotores

Para el andlisis de la region promotora del gen se utilizaron 240 pb rio arriba
del ORF, empleando las siguientes plataformas bioinforméticas: SAPPHIRE,
PromoterHunter, Promoter Prediction by Neural Network, PePPER, Deep Learning
Recognition using Convolutional Neural Networks (Softberry), FIMO - MEME Suite,
iIPro70-PseZNC, iPro54-PseKNC, BPROM (Softberry), BacPP, Virtual Footprint.

7.3 Andlisis filogenéticos

Se seleccionaron secuencias homélogas por medio de alineamientos locales
de proteinas con ayuda de las plataformas BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) del NCBI, ademas de la plataforma Simple Modular Architecture Research
Tool (SMART) para la prediccion de dominios proteicos. Las secuencias
encontradas fueron sometidas a los siguientes criterios de inclusion: Una identidad
de = 25%, una cobertura 250%, un E value de < 1X10°°,

Las historias evolutivas se infirieron utilizando el método de maxima verosimilitud
(ML) construidas con el modelo de substitucion tiempo general reversible (TGR)
sugerido por el programa MEGA 7, para la realizaciébn de arboles filogenéticos
originales. La base de secuencias involucradas para la realizacién de los dos
primeros arboles fue de 67 secuencias de nucledtidos pertenecientes a 14 géneros
distintos, y para el tercer arbol fue de 33 secuencias de nucle6tidos pertenecientes
exclusivamente al género Azospirillum mas sus 2 grupos externos (Kumar et al.,
2002). Los arboles fueron inferidos a partir de 1000 repeticiones (1000 Bootstrap)
que se utilizaron para representar la historia evolutiva de los taxones analizados
(Felsentein 1985). Se utilizé el arbol con mayor probabilidad logaritmica. Los arboles
iniciales para la busqueda heuristica se obtuvieron automaticamente aplicando los
algoritmos Neighbor-Join y BioNJ a una matriz de distancias por pares estimada,
usando el enfoque de maxima probabilidad compuesta (MCL), y después
seleccionando la topologia con un valor de probabilidad de registro superior. Se
utilizé una distribucibn gamma discreta para modelar las diferencias de tasa de
evolucion entre los sitios (+ G), para los tres arboles originales. Ademas, para el

arbol de los 14 géneros se utilizé el modelo de variacion de la tasa permitiendo que
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algunos sitios fueran evolutivamente invariables (+ 1), estos parametros fueron
delimitados con ayuda de la opcién “hallar el mejor modelo para el método de
maxima verosimilitud” que esta presente en el mismo Software. Se eliminaron todas
las posiciones que contenian lagunas y datos faltantes en los tres arboles con un
total de 1314 posiciones en los arboles multigénero y 2202 posiciones para el arbol
exclusivo del género Azospirillum en el conjunto de datos finales. Todos estos
analisis evolutivos se realizaron con ayuda del software MEGA 7 (Kumar et al.,
2016).

7.4 Andlisis in silico de la proteina HKhC

Para el andlisis de la secuencia de HKhC se utilizé las siguientes plataformas
para la prediccion de dominios proteicos SMART, CDD (Conserved Domains

Database del NCBI), Interpro, Pfam y TIGRFAMs tomando en cuenta E-values <
1X104
7.5 Analisis in silico y modelado de los dominios de deteccion de estimulos
fisicoguimicos y moléculas pequefias de la proteina HkhC.

Para la realizacion del analisis del modelado por homologia de los dominios
GAF y PAS-PAC de HKhC se utilizé la secuencia aminoacidica de la proteina HKhC
presente en la base de datos del NCBI con el cédigo de referencia AWJ93132.1
utilizando como referencia los cristales presentes en la plataforma del Banco de
Datos de Proteinas que se seleccionaron de acuerdo al porcentaje de identidad
minimo del 25%, un porcentaje de cobertura mayor al 90%, y una resolucion del
cristal que se encontrara en el rango de 1 A a 3 A, generando el modelo por
homologia en la plataforma SWISS MODEL en formato PDB. Este modelo fue
validado con la plataforma MolProbity de la Universidad de Duke tomando como
referencia el porcentaje de rotdmeros favorecidos, el porcentaje de indice de
Ramachandra favorecido y el porcentaje de valores atipicos de Ramachandra.
Ademas, se realizé distribucion de estructuras secundarias (alfas hélices y betas

plegadas) y la sobreposicion con el cristal por medio de Chimera.

7.6 Analisis in silico del modelado de los dominios caracteristicos de cinasa

histidinica de la proteina HKhC.
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Se realizé un modelado por homologia de los dominios de cinasa histidinica
DHp y CA de HKkhC con SWISS-MODEL utilizando los cristales 4MT8 y 4U70 estos
modelos fueron validados con la plataforma MolProbity tomando como referencia el
porcentaje de rotdmeros favorecidos, el porcentaje de indice de Ramachandra
favorecido y el porcentaje de valores atipicos de Ramachandra. Ademas, también
se analiz6 la distribucion de estructuras secundarias (alfas hélices y betas plegadas)
y la sobreposicion de estas con los cristales de referencia, analisis de motivos
funcionales con la plataforma WebLogo, la visualizacion de imagenes modeladas

se hizo por medio de Chimera.

7.7 Andlisis del sitio de unién a ATP y de acoplamiento molecular del dominio
CA de HkhC

Se hizo una busqueda de la conservacion del motivo de uniébn a ATP con la
plataforma Conserved Domain Search del NCBI, esta plataforma se basa en
motivos ya reportados de proteinas especificas y comparandola con la secuencia
de interés. Con respecto al analisis de las estructuras generadas del acoplamiento
molecular del dominio CA con el ligando ATP, dichas estructuras fueron
energeticamente minimizadas con el software USFC Chimera (dominio CA) y el
software Avogadro (ligando ATP). Se emplearon los softwares de simulacion de
modelaje molecular AutoDock Tools y Autodock Vina del Centro de Investigacion
Scripps, y PyMOL comercializado por Delano Scientific LLC, para la realizacion del
acoplamiento molecular receptor-ligando, y el modelado de acuerdo a protocolos ya
estandarizados (Rizvi et al., 2013), los residuos de interaccion del acoplamiento
molecular se analizaron de igual manera con los Softwares LigPlot y PyMOL
(Wallace et al., 1995)

7.8 Analisis in silico del modelado de los dominios receptores de la proteina
HkhC.

Con los dominios receptores de la proteina HKhC se hizo un analisis de la
prediccién de secuencias proteicas, ya que HkhC contiene dos dominios REC, a
diferencia de los analisis preliminares con la plataforma SMART que predecia un
dominio REC unico, se realiz6 el modelado por homologia de ambos dominios
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(REC1 y REC2) con SWISS-MODEL utilizando los cristales 6QRJ y 7C1J estos
modelos son validados con la plataforma MolProbity tomando como referencia el
porcentaje de rotdmeros favorecidos, el porcentaje de indice de Ramachandra
favorecido y el porcentaje de valores atipicos de Ramachandra. Ademas, también
se analiza la distribucion de estructuras secundarias (alfas hélices y betas plegadas)
y la sobreposicion de estas con los cristales de referencia, analisis de motivos
funcionales con la plataforma WebLogo, la visualizacion de imagenes modeladas

se hizo por medio de Chimera

8. MATERIAL Y METODOS ANALISIS EXPERIMENTAL

8.1 Material biolégico

Las cepas bacterianas y los plasmidos utilizados en este trabajo se enlistan en la

tabla 2.

Cepas

E. coliS17.1

E. coli DH5a
A. baldaniorum Sp245
A. baldaniorum C5.56

Vectores

pGEM®-T Easy Vector

pBlueScript Il SK (pBSK)

pJMS-Km

Construcciones

pGHKHCA

pBSK-HKHCB

pJMS-HKHCAB

Mutantes/Clonas

Genotipo
Ec294:: [RP4-2(Tc::Mu)(Km::Tn7)] Tpr, Smr, tra+ recA, pro,
res
F- ®80lacZAM15 A (lacZYA-argF) U169 recAl endA1 hsdR17
(rk-, mk +) phoA supEA4 thi-1 gyrA96 relAl -

Cepa silvestre asilada de Brasil.
Cepa mutante AhkhB amp® derivada de A. baldaniourum Sp245
Descripcion

Vector de clonacién estdndar amp®, lacZ

Vector de clonacion estandar (fagémido escindido de lambda ZAP).

Ap®, lacz

Vector suicida derivado de pSUP202 MCS, amp®, KmR®

Descripcion

Plasmido derivado de pGEM T Easy con un fragmento homdlogo
de A. baldaniorum Sp245 de 954 pb. amp*

Plasmido derivado de pBSK con un fragmento homdlogo de A.
baldaniorum Sp245 de 974 pb. amp®

Pladsmido mutagénico derivado del vector suicida pJMS-Km, km*®,
amp®, Tc?

Descripcion

Referencias

(Simon et al., 1983)

(Hanahan, 1983)

(Baldani, et al.,
1986)

(Cordero, 2017)

Referencias

PROMEGA®

Addgene®

(Ramirez-Mata et al.,
2016)

Referencias

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Referencias
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E. coli DH5a (clona 3)

E. coli DH5a (clona 65)

E. coli DH5a (clona 9)

E. coli S17.1 (clona 9.9)

A. baldaniorum CCN-52

A. baldaniorum BCCN-28

Cepa E. coli DH5a con la construccion pGHKHCA

Cepa E. coli DH5a con la construccion pBSK-HKHCB

Cepa E. coli DH5a con la construccién pJMS-HKHCAB

Cepa E. coli S17.1 con la construccion pJMS-HKHCAB

Cepa mutante AhkhC::Km derivada de A. baldaniorum Sp245

Cepa doble mutante AhkhC::Km, AhkhB derivada de A.

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

baldaniorum C5.56

Tabla 2. Materiales bioldgicos. Tabla donde se enlistan los materiales biolégicos empleados en
este proyecto entre los cuales estan: Cepas, mutantes, vectores y construcciones.

El presente trabajo partio de verificar la pertenencia a la especie baldaniorum de las
cepas A. baldaniorum Sp245 y A. baldaniorum C5.56 (AhkhB). Para ello se
realizaron ensayos de PCR para amplificar las regiones intergénicas del gen 16S
de ambas cepas empleado los oligonucleétidos AZO-F y AZO-R (descritos en la
seccién de disefio de oligonucleotidos). Una vez verificadas se procedié a realizar

los ensayos moleculares.

8.2 Condiciones de cultivo celular:

El cultivo de cepas de E. coli se hizo en medio LB (Luria Bertani)
suplementado con Ampicilina (Ap) [10 ug/mL]; Tetraciclina (Tc) [30 pg/ml]; vy
Kanamicina (Km) [20 pg/mL]; segun los requerimientos de seleccion. Los cultivos
fueron incubados a 37 ° C en condiciones de agitacion constante (120 rpm) durante
16 horas. Para cultivos sélidos, se emple6 el mismo medio adicionado con agar
Bacto (Bioxon, México) a una concentracion de 1.5%. Las cepas de A. baldaniorum
Sp245 fueron crecidas en los siguientes medios: Medio Difco (MD), empleado para
la preservacion de las cepas en glicerol; medio Rojo Congo (RC) para la
identificacion morfoldgica de las colonias obtenidas; Medio minimo K-malato (MM-
KM) y Medio minimo K-lactato (MM-KL) para el crecimiento y mantenimiento de las

cepas (Jijon-Moreno et al., 2019).
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8.3 Disefio de iniciadores:

Con el objetivo de obtener la mutacion AhkhC::kanR por recombinacion
homéloga en el fondo genético de las cepas A. baldaniorum Sp245 y A. baldaniorum
AhkhB (C5.56), se realiz0 el disefio de dos pares de iniciadores para el amplificado
de productos homologos de aproximadamente 1Kb de longitud, los cuales se
encuentran flanqueando al gen hkhC. Los fragmentos homdlogos fueron
denominados como: fragmento A el cual abarca la region C-terminal y partes del
gen préximo rio abajo, y el fragmento B que abarca de la region N-terminal y parte

del gen luxO (Figura 13).

5000 7500 10,000

T I > <
7

Figura 13. Mapa del contexto genético cepa silvestre. Se observan a los fragmentos homologos

Ay B localizados en las regiones flanqueantes del gen hkhC.

Para el disefio de los iniciadores se tomaron en cuenta las siguientes
especificaciones: a) evitar cualquier afectacion del marco de lectura abierto de los
genes aledafios, b) incorporar sitios de restriccion para la construccion del plasmido
mutagénico c) evitar diferencias mayores de 5°C entre lasTm de cada uno de los

cebadores, d) eliminar completamente la region codificante del gen hkhC.

Oligonucledtidos Secuencia de ADN (5’ ->3’) Caracteristicas

Sacl_HKHCB_F CGATGAGCTCCCTTTGTGACCCTGAACTGC Sitio de restriccion Sacl,

amplifica el frag. B
Stul _HKHCB_R CGTAGGCCTGATACGGTAGGCTTTGAGCAC Sitio de restriccion Stul,

amplifica el frag. B

SnaBI_HKHCA_F GCCTACGTAAAGGGAGGGTGTTTGACTG Sitio de restriccion
SnaBl, amplifica el frag.

A
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Kpnl_HKHCA_R
KmR
KmF

AZO-F

AZO-R

TCGGTACCTGGTATCGCTGATGGGAG

GTCCCCAGTCATAGCCGAATA

AGCGCATCGCCTTCTATCGCCTT

GGCGCATCCCTTCTCACGG

GCTTGCGCCACGCGCAGG

Sitio de restriccidn
Kpnl, aplifica el frag. A
Amplifica gen de Km

Amplifica gen de Km

Amplifica las regiones
intergénicas del gen
16S en A. baldaniorum
Sp245
Amplifica las regiones
intergénicas del gen
16S en A. baldaniorum
Sp245

Para el disefio y analisis de oligonucleétidos, se emplearon los programas

Primer3plus, SnapGenen y OligoAnalyzer™Tool de IDT (Integrated DNA

Technology) la cual nos permite evaluar la formacién de homo y heterodimeros, y

horquillas.

Tabla 3. Oligonucleétidos realizados y utilizados en este trabajo (en rojo se muestran los sitios de

restriccién adicionados).

En la tabla siguiente se muestran los oligonucleétidos realizados y utilizados en este

trabajo, asi como sus caracteristicas (en rojo se muestran los sitios de restriccion).
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8.4 Extraccion de ADN:

La extraccion de ADN gendmico se realiz6 por el método de Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB), mientras que la extraccién de ADN plasmidico se
realizd con la técnica modificada de mini preparacion de Gilles Morelle (Jijon-
Moreno, 2017).

8.5 Condiciones de amplificacion de los fragmentos Ay B por PCR:

La amplificacion de los fragmentos A y B por medio de PCR (Reaccién en
Cadena de la Polimerasa) fue realizada wusando los oligonucleotidos
SnaBl_HKHCA_F y Kpnl_HKHCA R para el fragmento Ay Sacl HKHCB_F y Stul
_HKHCB_R para el fragmento B. Las condiciones de PCR se detallan en el anexo
1.

8.6 Clonacion de los fragmentos Ay B alos vectores de mantenimiento pGEM-

T-easy y pBSK.

El producto de PCR del fragmento A se clond en el vector de mantenimiento
pGEM-T-Easy generando la construccion pGHKHCA. El fragmento B fue clonado
en el vector de mantenimiento pBSK (el cual fue previamente linealizado con la
enzima EcoRV) obteniendo la construccion pBSK-HKHCB. El proceso de ligacién
en ambas clonaciones se realiz6 por medio de la enzima ligasa T4 (Promega®) de
acuerdo a las especificaciones del proveedor y protocolos estandarizados

(Ponchon et al., 2009; Promega Corporation, 2018).

8.7 Transformacién de las construcciones pGHKHCA y pBSK-HKHCB en E.

coli

Las construcciones pGHKHCA y pBSK-HKHCB se transformaron en células
quimio-competentes E. coli DH5a de manera independiente apegados a protocolos
ya estandarizados en el laboratorio (Jijon-Moreno, 2017). Las bacterias
transformantes fueron seleccionadas a través de su color blanco al crecer en placas
de LB adicionadas con amp [100 pg/mL] y X-Gal [20 mg/mL]. Posteriormente, se les

realizo extraccion de ADN plasmidico y sometidos a restriccion enzimatica con la
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finalidad de liberar ambos fragmentos. Los ensayos se realizaron en condiciones de
protocolo ya establecidas (Sambrook & Fritsch, 1989) (Anexos 1y 2).

8.8 Subclonacion y construccion del plasmido mutagénico pJMS-HKHCAB:

Empleando las endonucleasas SnaBl y Kpnl (Thermo Fisher Scientific®) para
el fragmento Ay Sacl y Stul (Thermo Fisher Scientific®) para el fragmento B, ambos
fragmentos se subclonaron en el vector suicida pJMS-Km (Ramirez-Mata et al.,
2016), obteniendo la construccién pJMS-HKHCAB. Para corroborar la subclonacién

de cada uno de los fragmentos al vector suicida se realizaron ensayos de restriccion

enzimatica y PCR. De igual manera, para seleccionar a las bacterias transformantes

gue hayan sido capaces de adquirir el plasmido pJMS-HKHCAB se utilizaron placas
de medio LB (20 pg/ml de Kmy 10 ug/ml de Tc). La comprobacién de la construccién
final fue por medio de PCR utilizando los oligonucleétidos Sacl HKHCB _F y
Kpnl_HKHCA R y ensayos de restriccion con las enzimas Sacl y Kpnl (Jijon-
Moreno, 2017; Sambrook & Fritsch, 1989).

8.9 Amplificacién de los fragmentos Ay B en el fondo genético de las cepas

A. baldaniorum Sp245y E. coli S17.1 que contiene el plasmido suicida pJMS-
HKHCAB

Se realiz6 la comparacién y estandarizacion de los amplificados de ambos
fragmentos en el fondo genético de la cepa silvestre A. baldaniorum Sp245y la cepa
conjugativa E. coli S17.1 por medio de PCR con los oligonucleotidos
Sacl_HKHCB_Fy Kpnl_HKHCA_R previo al proceso de generacion de las mutantes
comparando tamafios de amplificados al comprobar la obtencién de las mutantes.

8.10 Obtencidon de las mutantes A. baldaniorum AhkhC::kanRy A. baldaniorum
AhkhC::kanR, AhkhB

El vector se transform6 en células quimio-competentes de la cepa conj
ugativa donadora E. coli S17.1. El plasmido mutagénico pMS-HKHCAB se transfirié
de la cepa donadora a las cepas receptoras A. baldaniorum Sp245 y A. baldaniorum
C5.56 (AhkhB) por medio de conjugacion biparental (Jijon-Moreno, 2017). Las
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transconjugantes resultantes se seleccionaron en placas de medio minimo K-malato
(50 pg/ml de Km) de manera positiva (crecimiento), y se contra seleccionaron de
manera negativa (sin crecimiento) con placas de medio minimo K-malato (15 pg/mi
de Tc). ElI plasmido mutagénico no replicativo, favorecié al proceso de
recombinacién homologa para la eliminacion del gen hkhC e insercion del gen kanR
(Fig. 14). Las posibles mutantes obtenidas A. baldaniorum AhkhC::kanR 'y A.
baldaniorum AhkhB, AhkhC::kanR se confirmaron por medio de PCR utilizando los
oligonucledtidos Sacl HKHCB_F y Kpnl_HKHCA R, ademas se ocupd como

control negativo una reaccion de PCR sin ADN.

pJMS-HKHCAB

| 11,317 bp

Start (0) End (11,317)

25001 10,0007
[ Do — <o
rop bom tra) oriT
Azospirillum brasilense Sp245/ fare. »\* £nd (226)
Azospirillum brasilense C5.56 —. 2 ‘ = ﬁ‘
Frag B
AhkhC::Km - v o o

Figura 14. Mapa del proceso de recombinacion homéloga entre el plasmido mutagénico pJMS-
HKHCAB vy las cepas A. baldaniorum Sp245 y A. baldaniorum C5.56. Representacion del doble
entrecruzamiento por recombinacién homologa de la construccion final pJMS-HKHCAB en el fondo
genético de la cepa silvestre (A. baldaniorum Sp245) y la cepa mutante (A. baldaniorum C5.56) para

la eliminacién del gen hkhC e insercion del gen kanR.

9. RESULTADOS DEL ANALISIS IN SiLICO
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9.1 Andlisis in silico del gen hkhC.

El gen hkhC con namero de referencia HE577330.1 (3,004..6,798) en la plataforma
de NCBI, es un gen de 3,975 pb de longitud codificado en el plasmido 3 del genoma
de A. baldaniorum Sp245. Forma parte de un presunto operon, (Figura 15), el gen
hkhC esta precedido por genes que codifican para una proteina tipo Lux-O, una
proteina quimiotéctica tipo CheY, una cinasa histidinica hibrida putativa, una
diguanilato ciclasa y al menos tres genes que codifican para proteinas de funcion
desconocida, entre otros (Figura 15). Mientras que rio abajo se encuentra otra

presunta cinasa histidinica, transcrita en sentido opuesto.

AZOBE_p318818 AZOBE_p3186828
AZOBR_p3186817 AZ0BE_p318824
AZOBR_p318815 AZOBR_p318821
AZ0BR_p3186814 AZOBR_p318628 AZ0BR_p318829
AZ0BR_p310882 AZOBR_p318813 AZ0BR_p3186819 RAZ0BR_p318825
AZ0BR_p318881 AZ0BR_p318811AZ0BR_p318816 AZ0BR_p3186822 AZ0BR_p318831

3aa86

I
AZDBR_p316865  AZOBR_p316068 AZOBR_p318823 AZOBR_p3168830
AZOBR_p316004 AZOBR_p318007AZ0BR_p310012 AZOBR_p3108026
AZOBR_p310086 AZOBR_p318689 AZOBR_p318627
AZOBR_p310016

Figura 15. Representacion esquematica del contexto genético del gen hkhC. Se muestra al gen
AZOBR_p310003 en un recuadro rojo y en el mismo sentido de la transcripcion al menos 9 genes
mas.

9.2 Andlisis in silico de presuntos promotores del gen hkhC

Para la busqueda de la regién promotora de hkhC se analiz6 una region de 240
nucledtidos rio arriba al coddén de inicio del gen utilizando plataformas
bioinforméticas. Los resultados obtenidos con las plataformas BPROM y BaccPP,
arrojaron, la presencia de secuencias consenso para las cajas -10 y -35
dependientes de un probable factor sigma 70 en las posiciones -63 y -91 respecto
al codon de inicio (Figura 16). Las secuencias mostraron los puntajes de 17 y 60
evaluados por BPROM y un porcentaje de fiabilidad de 71 de acuerdo con BacPP.
Sin embargo, se encuentran mas distantes al codon de inicio de como se ha

reportado en la literatura (Paget & Helmann, 2003). Con respecto a los resultados
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obtenidos con las plataformas BacPP y iPro54-PseKNC se obtuvo una regién de
138 pb con un puntaje 0.952397 en iPro54-PseKNC (puntaje significativo para la
plataforma a partir de 0.7), ademas de un porcentaje de 71% de probabilidad con la
plataforma BacPP, dentro de esa regidn nucleotidica y con ayuda del programa
FIMO solo se encontrd una regién conservada de la caja -24 posicion -168, y una
secuencia consenso CTGGCACNNNNNTTGCA para la union de NtrA (Factor
sigma-54 de la ARN polimerasa) (Vieille & Elmerich, 1990) ver figura 17, fuera de la
region sefialada en amarillo se encontrd otra secuencia consenso de la caja -24 en
la posicién -6, sin embargo no se encontraron regiones consenso de la caja -12 a5
nucleodtidos rio abajo de las cajas -24 encontradas como se reporta en la literatura
(Barrios et al., 1999) (Figura 17). Por otra parte, se buscaron sitios de unién para
activadores y/o represores transcripcionales en la probable regién promotora del
gen hkhC (region de 240 nucledtidos), con la plataforma Virtual Footprint obteniendo

los siguientes resultados. (Figura 18).

LoOCUS hkhC regidn promotora sigma 70 240 pbk rio arrikba del codén de inicio

-241 GGAACGAGGE CGCGECGOTA CGGGAATCGGE TGTCCGAGAT GEATCGCGAC GATGGCOTGC
-181 GTCCCCTCTG GCAAGTGGAG BAGGATCTGA TCOCTGOGOGC CTTGGCOGOTT TATGACARCG
-121 ACGTGCCGAR GGCGGCCACC CoTCIGEAR] ToasCcoosTe GACCATCTHC CoCARGCTEC

-35 -10
—6l AGATTTGGAR GACGEARATG CCTETGGCTT GRAGAGCGAC GACGTGGAAR GGCARAGCCGC

1 ATCZ GAR CCT CCT GCG CAR TCOC GTE GCOT CCG CTG CCG AGGE GAG GRAG TTG
M I E P P - Q =] A ay P L P E E E L
+1
32 GCG CGC CTC GAG GTGE CTC ALRR GCC TAC CGT ATC CTC GAC ACC GAC CCG GAL
a R L E v L E o ¥ R I L D T N} P E

Caja-35: TTerar Puntaje €0

Caja-10: ccecarcseT Puntaje 17

Figura 16. Busqueda in silico de regiones promotoras de union al factor sigma 70 del gen
hkhC. Esta imagen representa los resultados obtenidos tras la blisqueda de regiones promotoras de
union al factor sigma 70 con las plataformas BPROM (softberry) y BacPP. La imagen muestra
secuencias nucleotidicas en formato GenBank, la regién nucleotidica de 240 pb marcada con un
recuadro negro corresponde a la seccion rio arriba del gen hkhC, la otra fraccién corresponde a una

seccién de la region codificante del gen hkhC de 80 aa, resaltando la metionina de inicio en color
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rojo. En color azul se resalta la caja -35 encontrada y en color verde la caja -10, secuencias de unid

al factor sigma 70.

LOCUS hkhC regidn promotora sigma 54 240 pb rio arriba del codédn de inicio

-241 GGRARCGAGGGE CGCGGCGLTA CGGGRATCGG TGTCCGAGAT GGATCGCGAC GATGGLCCTGC

-181 GTCCCCTYTC GCAABTGGAG AAGGATCTGA TCCT

Gl
(1]
9}
Gl
1

CTTGGECGCTT TATGRCARCG

-24

-121 ACGTGCCGAA GACGCCCACC COGTCTTCGAAR TCAGCCCGTC GACCATCOTAC CGCAAGCTCOC
NtrA

-6l AGATTTGGAR GACGGRAATG CCTGTGGCTT GARGAGCGAC

1 ATC GAR CCOT CCT GCG CAL TOCZ GTG GCOT CCG CTG CCOG AGGE GAG GAG TTG
M I E P P n Q 3 v n F L P R E E L
+1
52 GCG CGC CTC GAG GTG CTC ARL GOC TAC CGT ATC CTC GAC ACC GAC CCG GARA
y R L E v L E ay T R I L D T D P E

Secuencia consenso NtrA: CGTCTTGAR E-valus 8.91X10708

Figura 17. Busqueda in silico de regiones promotoras de unién a sigma 54 del gen hkhC. Esta
imagen representa los resultados obtenidos tras la blisqueda de regiones promotoras de unién al
factor sigma 54 con las plataformas. FIMO MEME Suite, iPro54-PseKNC y BacPP. La imagen
muestra secuencias nucleotidicas en formato GenBank, la regiéon nucleotidica de 240 pb marcada
con un recuadro negro corresponde a la seccion rio arriba del gen hkhC, la fraccién marcada en color
amarillo corresponde a una regién sugerida para la unién de sigma 54 por ambas plataformas con
un puntaje de 0.952397 en iPro54-PseKNC y un porcentaje de probabilidad de 71% con la plataforma
BacPP. La otra fraccion corresponde a la region codificante del gene hkhC de 80 aa, resaltando la
metionina de inicio en color rojo. En color azul se resaltan dos secuencias de la caja -24 encontradas
para la unién al factor sigma 54. En color verde la secuencia consenso CTGGCACNNNNNTTGCA

de unién a sigma 54 encontrada por FIMO MEME Suite con un E-value de 8.91X10°,.
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LOCUS hkhC regidn rio abajo 240 pb junto con una fraccidon de aminocacidos de
HkhC

-241 GGRAACGAGGE CGCGGCGOTA CGGGRATCGG TGTCCGAGAT GGATCGCGAC GATGGCCTGD
-181 GTCCCCTCTGE GCAAGTGGAG AAGGATCTGA TCCOTGOGCGC CTTGGCGEOTT TATGACRACGE
-121 ACGTGCCGAR GGCGGCUCACC CGTCTEGARZ] TcacoccsTe GACCATCIEC DOCRRlCcTCC

CytR NarL/CytR
—b6l RAGATTTGGAR GACGGAAMATGE CCOTGETGGCTT GAAGAGCOGLAC GACGTGGALD GGECAAGCCGED

1 m ATC GAR C2CT CCT GOG CAL TCCZ GTG GCOT CCG CTG CCG AGG GAG GAG TTG
M I E F P Y Q 3 v s F L P R E E L
+1
52 GCG CGC CTC GAG GTG CTC AAL GCOC TAC CGT ATC CTC GAC ACC GAC CCG GAR
B R L E v L K A T R I L D T D F E

Secuencia de union a Narl: TACCGCA puntaje 3.89

Secuencias de union a CytR: TGARZ puntaje 3.84, CGCAA puntaje 3.35

Figura 18. Busqueda in silico de regiones union a factores activadores y/o represores de la
transcripcion en la posible regién promotora del gen hkhC. Esta imagen representa los
resultados obtenidos tras la busqueda de regiones de unién a factores activadores y represores de
la trascripcion con la plataforma Virtual Footprint. La imagen muestra secuencias nucleotidicas en
formato GenBank, la regién nucleotidica de 240 pb marcada con un recuadro negro corresponde a
la seccion rio arriba del gen hkhC, la otra fraccion corresponde a 80 aa del HkhC, resaltando la
metionina de inicio en color rojo. En color verde se resalta la secuencia consenso parcial (Gltimo
nucleétido no conservado en color negro) y las dos secuencias consenso completamente

conservados al sitio de unién al factor represor transcripcional CytR.
9.3 Anélisis filogenético del gen hkhC

Para conocer la historia evolutiva del gen hkhC, se realizaron busquedas de
secuencias homoélogas al gen hkhC con la ayuda de la plataforma BLAST del NCBI,
obteniendo 67 secuencias con un porcentaje de identidad 2 25% y 2 50% de
cobertura, estas secuencias pertenecen a 14 géneros, de las cuales 31
corresponden unicamente al género Azospirillum. A partir de los genes homélogos
a hkhC identificados, se hizo un analisis de su contexto genético para observar la
presencia o ausencia del clister de genes homodlogos que se presume formarian
parte del operdn putativo. Con base en ello, y en la prediccion de dominios proteicos

generados con las plataformas SMART, NCBI Conserved Domain Search e InterPro
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tomando en cuenta E-values < 1X10%, se realiz6 la construccion de tres arboles

filogenéticos.

El primer filograma fue generado con las 67 secuencias homologas a hkhC se
dividio conforme a contextos y a las relaciones taxondmicas entre las secuencias
figura 19 inciso A. En el inciso B de la figura se muestra los contextos genéticos y
como estan distribuidos en las secuencias homoélogas a hkhC donde se hall6 el
operén completo, las secuencias donde solamente se encuentra un gen similar a
luxO-Like rio abajo del gen homélogo a hkhC y por dltimo las secuencias homélogas
a hkhC gue indica que en el contexto genético no se hallé ningiin gen homadlogo al

operon solamente la secuencia homaologa a hkhC.

Con base en las relaciones taxondémicas de las secuencias, se destaca lo siguiente,
dos grupos externos pertenecientes al filo Bacteroidetes, una secuencia
perteneciente a la clase de las Gammaproteobacterias, 7 secuencias
pertenecientes al orden Hyphomicrobiales, 10 secuencias pertenecientes al orden

Rhodobacterales y una a Alphaproteobacteria no clasificada. Finalmente, 43 de las

46 secuencias pertenecen al orden Rhodospirillales (orden donde se encuentra el
género Azospirillum) y 3 secuencias de una Alphaproteobacteria no clasificada. En
la seccién C de la figura se muestra un esquema de la distribucion y separacion

taxonomica en filos, clases y ordenes acorde a la figura 19.
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Figura 19. Filograma métrico hecho por el método de maxima verosimilitud donde se
representan la variacion de los contextos genéticos y la distribucién taxondmica de las
secuencias homoélogas del gen hkhC. A) Filograma métrico dividido por patrones de colores de la
letra y del fondo de imagen. El color de letra rojo indica las especies bacterianas de los genes
homologos a hkhC cuyos contextos genéticos tienen presente al operon completo. La letra de color
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azul indica las secuencias homologas que tienen en su contexto genético a un gen del operon (luxo-
Like). La letra de color verde representa la ausencia de genes homologos al operoén. La letra de color
negro representa los géneros Mucilaginibacter y Pedobacter. El color de fondo del flograma indica
las relaciones taxondmicas de las secuencias. En color rosado se destacan las 2 secuencias de los
grupos externos pertenecientes al filo Bacteroidetes, en azul claro muestra una Unica secuencia
perteneciente a la clase de las Gammaproteobacterias, en naranja se muestra 7 secuencias
pertenecientes al orden Hyphomicrobiales, en color beige se muestran 11 secuencias de las cuales
10 pertenecen al orden Rhodobacterales y la secuencia restante a una Alphaproteobacteria no
clasificada, finalmente en color violeta se muestran 46 secuencias de las cuales 43 pertenecen al
orden Rhodospirillales y las 3 secuencias restante a una Alphaproteobacteria no calificada. También
se muestran los contextos genéticos conforme a color de la letra, el nimero uno color rojo indica la
esquematizacion del contexto genético completo de las especies, el nimero dos en color azul indica
la visualizacion del contexto genético de las secuencias homaélogas a hkhC donde se hallé solamente
un gen similar a luxO-Like rio abajo del gen homoélogo a hkhC y el nimero tres en color verde indica
que en el contexto genético de las secuencias homéloga a hkhC no se hall6 ningdn gen homélogo
al operén solamente una secuencia homoéloga a hkhC. B) Se muestra un esquema de la distribucién
y separacién taxonomica en filos, clases y ordenes acorde a los patrones de color de fondo
mostrados previamente.

Estos resultados indican que la regién se sefalizacion se encontraria conservada
completamente solo en las cepas A. baldaniorum Sp245, A. baldaniorum BR 12001,
A. brasilense MTC4035 (cepa muy probablemente reclasificada en el futuro dentro
de la especie baldaniorum) y A. brasilense BR 11005. Sin embargo, los genes
homologos a hkhC y luxO-like se encuentran de manera comun en otras especies
y cepas del género Azospirillum con el mismo orden genético al del operdn putativo
(figura 19 inciso B numero dos) lo cual podria sugerir que estos dos genes (luxO-
like y hkhC) son inherentes al género Azospirillum.

En la figura 20 se muestra un cladograma realizado con las 67 secuencias
homologas al gen hkhC, incluyendo a hkhC de A. baldaniorum Sp245, utilizando las
secuencias codificantes se realizé la prediccion de dominios de las 67 secuencias
homologas, con base en ello fue dividido el cladograma mostrando la diferencia en
la cantidad y tipos de dominios predichos por las plataformas SMART, NCBI
Conserved Domain Search e InterPro incluyendo E-values < 1X10“. Los resultados
mostraron que las 67 predicciones proteicas presentan en comun los dominios PAS,
HK y REC en diferentes cantidades, ademas de la presencia o ausencia de los
dominios GAF, PAC y HPT en algunas de las predicciones. La divisién del
cladograma fue por medio de agrupacion de especies y tipos de dominios presentes

como se muestra en la figura 20. Los resultados indican que todas las secuencias
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del género Azospirillum presentan el dominio de deteccién de moléculas ciclicas
GAF, ademas de las especies Magnetospirilum gryphiswaldense MSR-1,
Skermanella stibiiresistens SB22, Polycyclovorans algicola TG408, Mucilaginibacter
pineti 47C3B y Pedobacter sp. FL-bin-31 las ultimas dos pertenecen a un filo distinto
de las Proteobacterias. Ademas de grupos de bacterias que presentan la ausencia
del dominio de fosfotransferencia HPT principalmente el orden de las
Rhodobacterales. En este cladograma podemos inferir los posibles cambios
evolutivos de la proteina HkhC y la variacion de dominios de sus secuencias

homélogas sobre todo en la clase de las Alphaproteobacterias.
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Figura 20. Cladograma generado por el método de maxima verosimilitud donde se representan
el tipo y distribucion de dominios proteicos predichos con las secuencias homélogas
codificantes al gen hkhC. La divisién del cladograma fue por medio de agrupacion de especies
etiquetadas por patrones de colores que indican la cantidad y tipos de dominios predichos en cada
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especie. En color morado se representan las secuencias cuyas predicciones proteicas mostraron los
dominios GAF, PAS, PAC, HK, REC y HPT. En color rosado los dominios GAF, PAS, HKH, REC y
HPT. En color verde esmeralda los dominios PAS, PAC, HK, REC y HPT. En color cian los dominios
PAS, HK, REC y HPT. En color gris los dominios PAS, PAC, HKy REC. Y finalmente en color beige
los dominios PAS, HK y REC, todos los dominios ordenados por numeros de acuerdo a la cantidad
de dominios presentes, el primer nimero indica la proteina con mayor nimero de dominios y el dltimo
namero indica la proteina con menor cantidad de dominios. Cada especie esta etiquetada con un
ndmero y color especifico.

Con respecto, al cladograma construido unicamente con las secuencias del género
Azospirillum y los grupos externos M. pineti 47C3B y Pedobacter sp. FL-bin-31. Se
destaca la distribucion y cantidad de dominios presentes en cada una de las 33
secuencias. Las secuencias mostraron los dominios GAF, PAS, PAC, HK, REC y
HPT en diferentes cantidades, o la ausencia del dominio PAC (Figura 21).

O ) @ €8 Pc @89 P2c 5 0 @D @D 07

0 2 @b #A5 Pc @45 A5 K @D @D o1 L R

O 5 @ @9 rac @89 pc (HO @D @ HPT
O « 68 #88 Fc 85 HK QD @D HoT

3)

2
O ' @aR pAs PaS PAS HK GED @D HPT

U 2 aap eas a5 He @DE@D T
O 5 @86 @4+ @D @D He7

3)

3) /

3) |

A. brasilense BR 11005 2)

3) |
| A balaam-o'_um .

45

2)

3)

R 0

Figura 21. Cladograma generado por el método de maxima verosimilitud donde se representan
el tipo y distribucion de dominios proteicos predichos con las secuencias homélogas
codificantes al gen hkhC del género Azospirillum. En color rosa y etiquetado con el nimero uno,
se representan las secuencias cuyas predicciones proteicas mostraron todos los dominios con la




siguiente cantidad GAF, 3PAS, 2PAC, HK, 2REC y HPT. En color amarillo y nimero dos, se muestran
los dominios GAF, 3PAS, PAC, HKH, 2REC y HPT. En color naranja y nimero tres, los dominios
GAF, 2PAS, 2PAC, HK, REC y HPT. En color rojo y nimero cuatro, los dominios GAF, 2PAS, PAC,
HK, 2REC y HPT. En color gris los dominios PAS, PAC, HK y REC. Finalmente en colores oscuros
se muestran los dominios GAF, PAS, HK, REC y HPT, descritos a continuacion. En azul y nimero
uno, se muestran los dominios GAF, 3PAS, HK, 2REC y HPT. En color violeta y nimero dos, los
dominios GAF, 2PAS, HK, 2REC y HPT. Por ultimo, en color gris y nimero tres, los dominios GAF,
PAS, HK, 2REC y HPT. Cada especie esta etiquetada con un nimero y color especifico.

9.4 Andlisis in silico de la proteina HKhC

El gen hkhC codifica presuntivamente para una proteina cinasa histidinica
hibrida citoplasmética de 1,264 a.a. de longitud. Esta proteina putativa presenta 10
dominios proteicos de acuerdo con las predicciones realizadas por las plataformas
SMART, CDD (Conserved Domains Database del NCBI), Interpro, Pfam vy
TIGRFAMs tomando en cuenta E-values < 1X10*.

Los resultados del analisis con estas plataformas indicaron que la proteina HkhC,
contiene en la region N-terminal un dominio GAF (por sus siglas en inglés cGMP-
specific phosphodiesterase, Adenylyl cyclases and FhlA) con un rango de E-value
de 1X10° hasta 1X101?, tres dominios PAS (Per-Arnt-Sim) con un rango de E-value
de 1X107 hasta 1X10% y un dominio PAC (Por las siglas Proline-rich proteins,
Arabinogalactan proteins and Cisteine residues) con un E-value de 1.7X10%. Que
en conjunto estos tres tipos de dominios se clasifican como dominios de deteccién
de sefales o moléculas. En la parte media, contiene los dominios cataliticos propios
de una cinasa histidinica, el dominio de dimerizacién (DHp) con un rango de E-value
de 1X10'% hasta 1X102? y el dominio de unién a ATP (CA) con un rango de E-value
de 1X10?! hasta 1X10*’. Finalmente, en la regién carboxilo terminal, se encuentran
los dos dominios de receptores REC (Receptor) con un rango de E-value de 1X10
1 hasta 1X108 y un dominio de fosfotrasnferencia HPT (Histidine Phosphotransfer)
con un rango de E-value de 1X10"" hasta 1X10° (Figura 22).
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Figura 22. Comparacion de las representaciones esquemaéticas de los dominios proteicos de
HkhC predichos por SMART y analizados de manera independiente conforme a E-value. A)
Esquema obtenido por medio de la plataforma SMART donde se predicen 10 dominios proteicos
para HKhC. En color rosado y morado estan representados los dominios de deteccion de estimulos
fisicoquimicos y moléculas pequefias. En color verde estan representados los dominios
caracteristicos de una cinasa histidinica. Finalmente, en color azul estan representados los dominios
receptores y de fosfotransferencia que clasifican a HKhC en una cinasa histidinica hibrida B) Dibujo
representativo de los 10 dominios proteicos de HkhC evaluados conforme E-values = 1X10+4
comparando la presencia de un dominio REC mas y un dominio PAC menos. En color rosado y gris
estan representados los dominios de deteccion de estimulos fisicoquimicos y moléculas pequefias.
En color verde estdn representados los dominios caracteristicos de una cinasa histidinica.
Finalmente, en color azul y naranja estan representados los dominios receptores y de
fosfotransferencia que clasifican a HkhC en una cinasa histidinica hibrida.

9.5 Analisis in silico y modelado de los dominios de deteccion de estimulos
fisicoguimicos y moléculas pequefias de la proteina HkhC.

Se realiz6 un modelado por homologia de los dominios GAF y PAS-PAC de HkhC
con la plataforma SWISS-MODEL utilizando como referencia los cristales 4ZMU y
3MRO depositados en el Banco de Datos de Proteinas, obteniendo los siguientes
resultados; 50.70% de identidad y 95% de cobertura del dominio GAF de HkhC
comparado con el dominio GAF del cristal 4ZMU, 31.65% de identidad y 91% de
cobertura de los dominios PAS-PAC en comparacion con los dominios PAS-PAC
del cristal 3MRO, de acuerdo a la literatura el porcentaje minimo de identidad
requerido es de = 25% (Haddad et al., 2020), por lo cual los porcentajes de identidad
obtenidos fueron satisfactorios. El siguiente parametro descrito es la evaluacion de
la resolucion de los cristales que miden la calidad de los datos publicados en la
plataforma RSCB del banco de datos de proteinas, las estructuras de alta resolucién

tienen valores de resolucion de aproximadamente 1 A, y las estructuras de menor
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resolucion tiene valores de 3 A o superiores (Berman et al., 2000), los valores
seleccionados en el andlisis de los 2 cristales oscilaron entre 1.49 A (3MRO0) y 2.50
A (4zZMU), siendo estos valores satisfactorios y aceptables. Ademas, los métodos
predeterminados para la evaluacion de estructuras generadas por SWISS-MODEL;
GMQE y QMEANDIsCo que combinan la estimacion de la precision de la estructura
terciaria del modelo resultante, los potenciales estadisticos y términos de
concordancia con una puntuacion de restricciones de distancia (DisCo), cuyos
valores ideales esperados oscilan entre 0.7 a 1. Con respecto a los valores de
GMQE y QMEANDIsCo de los dominios modelados que arroja la plataforma se
obtuvieron los siguientes resultados GMQE de 0.81 y QMEANDiIsCo de 0.83 para
el dominio GA, y GMQE de 0.68 y QMEANDIsCo de 0.64 para los dominios PAS-
PAC

Los PDBs generados por el modelado por homologia fueron validados con la
plataforma MolProbity tras la minimizacion de energia de la estructura, obteniendo
los siguientes porcentajes en los parametros de rotameros favorecidos, indice de
Ramachandra favorecido y valores atipicos de Ramachandra. Para el dominio GAF,
el porcentaje de rotAmeros favorecidos fue de 95.69% (con un valor ideal >98%),
un porcentaje de indice de Ramachandra favorecido 97.76% (con un valor ideal de
>98%) y un porcentaje de valores atipicos de Ramachandra de 0.75% (con un valor
ideal de < 0.05%), por otra parte para los dominios PAS-PAC, el porcentaje de
rotameros favorecidos fue de 88.54%, de indice de Ramachandra favorecido de
95.97%, y de valores atipicos de Ramachandra de 0.00%, todos los valores de los
resultados de los modelos PDB estan resumidos en la tabla 4. Por otra parte, de
igual manera se muestran representaciones esquematicas en 2D y 3D de la
topologia proteica de la estructura terciaria de los dominios modelados, asimismo la
figura 3D de la sobreposicion de estructuras por medio de alineamiento por pares
de los 3 dominios proteicos con sus respectivos cristales homologos (4ZMU y
3MRO) todas las visualizaciones 3D se hicieron con el software Chimera. La
sobreposicion denota la fiabilidad y distribucién de estructuras con la que se realizd

el modelado por homologia de los dominios de deteccion de sefiales fisicoquimicas
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y moléculas pequefias comparandolas con sus plantillas moldes en una

representacion tridimensional figuras 23 y 24.

Dominios Cristal y Porcentajes GMQE/QMEAN Rotameros
comparados resolucion identidad/cobertura DisCo favorecidos/indice de
Ramachandra/valores
atipicos (MolProbity)

GAF 4ZMU/2.50 A 50.70%/95.00% 0.81/0.83 95.69%/97.76%/0.75%

PAS-PAC | 3MR0/1.35 A 31.65%/91.00% 0.68/0.64 88.54%/95.97%/0.00%

Tabla 4. Resumen de los valores evaluados tras la obtencion de los modelados por homologia
con SWISS-MODEL de los dominos GAF y PAS-PAC. Se muestra los dominios comparados, el
cristal utilizado con el valor de resolucién, y el porcentaje de identidad y cobertura, los valores de
referencia caracteristicos de SWISS-MODEL GMQE y QMEANDIsCo y los parametros de validacion

evaluados por la plataforma MolProbity.

A)
|

50 100 150 200
| 1 | | |

[ ] 1 T

c
N
B) c
@ N-terminal

Figura 23. Representacion esquemaética de la topologia del dominio GAF de la proteina HkhC.
A) Se muestra la representacion del dominio GAF referido a su longitud. B) Esquematizacion de las
estructuras secundarias que forman al dominio GAF, los circulos azul claro simbolizan las regiones
amino-terminales (N) y carboxilo-terminal (C), las barras de color gris representan las 4 alfa hélices
de la estructura y las flechas de color rosa representan las 5 laminas beta-plagadas. C)
Esquematizacion tridimensional de la estructura terciaria del dominio GAF obtenida por medio del
software Chimera, donde se representan las regiones amino y carboxilo terminal, las alfa hélices
(gris) y laminas beta-plagadas (rosa) de la estructura. D) Representacion tridimensional de la
sobreposicion de estructuras, en color azul se representa el dominio GAF del cristal 4ZMU y de color
beige el dominio GAF de HkhC, generado con el software Chimera.

C-terminal

D) [:] GAF cristal 4ZMU

)* (\ | [] cAF HKne

/

50

——
| —



B)

C-terminal
[] PAs-PAC cristal 3MRO

l’)} D PAS-PAC HkhC
a5 ’ \

er
Dominio PAC J}

Dominio PAS
Dominio PAC

N

Bucle de unién
PAS-PAC

Figura 24. Representacién esquematicade los dominios PAS-PAC de HKkHC. A) Se muestra una
caricatura del dominio PAS-PAC. B) Esquematizacion de las estructuras secundarias que forma
parte de los dominios PAS-PAC ambos dominios unidos por un blucle, los circulos azul claro
simbolizan las regiones amino-terminal (N) y carboxilo-terminal (C), las barras de color rojo
representan las 4 alfa hélices de ambos dominios y las flechas de color melén representan las 6
laminas beta-plagadas, el esquema se encuentra dividido en dos regiones, la region del dominio PAS
y la region del dominio PAC. C) Esquematizacion tridimensional de la estructura terciaria de los
dominios PAS-PAC obtenida por medio del software Chimera, donde se representan las regiones
amino y carboxilo terminal, la distribucion de las alfa hélices (rojo) y laminas beta-plagadas (mel6n)
de la estructura, y la divisién entre dominios. D) Representacién tridimensional de la sobreposicion
de estructuras utilizando alineamiento por pares, en color azul se representa los dominios PAS-PAC
del cristal 3MRO y de color beige los dominios PAS-PAC de HkhC comparando la distribucién de
estructuras secundarias (alfa hélices y laminas beta-plegadas).

Podemos concluir que el modelado por homologia se aproximd adecuadamente a
la posible distribucién y topologia espacial de los dominios GAF y PAS-PAC,
ademas de la correcta sobreposicion de estructuras con los cristales 4ZMU
perteneciente a una diguanilato ciclasa en Pseudomona aeruginosa, con dominio
GAF que tiene la capacidad de inhibir la degradacion de di-GMPc uniendo su loop
protector al sitio de inhibicion del dominio GG(D/E)EF (Chen et al., 2016a) y el cristal
3MRO de una cinasa histidinica detectora en Burkolderia thailandensis sin reporte

experimental.

9.6 Analisis in silico del modelado de los dominios caracteristicos de cinasa
histidinica de la proteina HkhC.
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De la misma manera que en los dominios de deteccion de sefiales, se realizé un
modelado por homologia de los dominios de cinasa histidinica DHp y CA de HkhC
con SWISS-MODEL utilizando los cristales 4MT8 y 4U70, obteniendo los siguientes
resultados del modelado y validacion del PDB, la sobreposicion y distribucion de
estructuras. Porcentajes 48.48% de identidad y 100% de cobertura del dominio DHp
de HkhC comparado con el cristal 4MT8, 35.90% de identidad y 96% de cobertura
del dominio CA comparado con el cristal 4U70, por lo cual los porcentajes de
identidad obtenidos fueron satisfactorios. los valores de resolucion de los cristales
seleccionados fueron los siguientes 1.90 A para 4MT8 y 2.40 A para 4U70. Los
valores de GMQE y QMEANDisCo arrojados en los modelos fueron los siguientes;
GMQE de 0.75 y QMEANDIsCo de 0.75 para el dominio DHp, y GMQE de 0.67 y
QMEANDIsCo de 0.65 para el dominio CA. Los resultados de la validacion de los
modelos después de minimizar la energia fueron los siguientes: para el dominio
DHp, el porcentaje de rotameros favorecidos fue de 92.45%, un porcentaje de indice
de Ramachandra favorecido 96.77% y un porcentaje de valores atipicos de
Ramachandra de 0.00%, con respecto al dominio CA, el porcentaje de rotameros
favorecidos fue de 97.03%, de indice de Ramachandran favorecido de 94.92%, y

de valores atipicos de 0.00%, los valores de los dos modelos PDB estan resumidos

en la tabla 6.
Dominios Cristal y Porcentajes GMQE/QMEAN Rotameros
comparados resolucion identidad/cobertura DisCo favorecidos/indice de
Ramachandra/valores
atipicos (MolProbity)
DHp 4MT8/1.90 A 48.48%/100.00% 0.75/0.75 92.45%/96.77%/0.00%
CA 4U70/2.40 A 35.90%/96.00% 0.67/0.65 97.03%/94.92%/0.00%

Tabla 6. Resumen de los valores evaluados tras la obtencion de los modelados por homologia
con SWISS-MODEL de los dominios DHp y CA. Se muestra los dominios comparados, el cristal
utilizado con el valor de resolucién, y el porcentaje de identidad y cobertura, los valores de referencia
caracteristicos de SWISS-MODEL GMQE y QMEANDiIsCo y los parametros de validacion evaluados
por la plataforma MolProbity.
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También, se muestran representaciones esquematicas en 2D y 3D (con ayuda del
software Chimera) de la topologia proteica de los dominios, asimismo las figuras 3D
denotan la sobreposicion de estructuras por medio de alineamiento por pares de los
2 dominios con sus respectivos cristales, la visualizacion y alineamiento de los
motivos conservados de la caja H del dominio DHp, y de las cajas N, D/G1, F, G2y
G3 del dominio CA, con Chimera y la plataforma WebLogo. Los resultados se
describen a continuacién, la sobreposicion mostré la fiabilidad y la correcta
distribucién de estructuras comparandolas con sus plantillas moldes. Con respecto
al analisis de cajas y motivos de HKhC, primero se hizo el analisis del dominio DHp,
para ello se baso en la clasificacion de las cinasas histidinicas conforme al tipo de
motivo conservado en la caja H como se reporta en la literatura. Las cinasas
histidinicas de tipo |, se caracterizan por tener el motivo conservado HEhRTPh
dentro de la caja a diferencia de los otros tipos de cinasas, donde los motivos
conservados de la caja H varian. Dentro de este motivo se encuentra el residuo de
histidina (H) autofosforilable caracteristico, ademas de tener los aminoacidos E, R,
T, y P, la letra “h” del motivo significa residuos hidroéfobos, en nuestro analisis
comparativo de motivos hecho con las cinasas HkhC, HkhB de A. baldaniorum,
ERS1 de Arabidopsis thaliana (hombre de la proteina del dominio cristalizado 4MT8
con el que se model6é DHp de HkhC), y BaeS de E. coli (proteina ya clasificada en
la literatura como CH de tipo 1), se observé que tanto la proteina HKkhC como HkhB
presentan el motivo HEhRTPh conservado dentro de la caja H, clasificandolas como
CH de tipo I, ademas se hicieron los alineamientos y visualizaciones 3D de los
motivos HEhRTPh con WebLogo y Chimera de manera individual (Unicamente el
dominio DHp de HkhC) y sobrepuesta (DHp de HKhC y DHp del cristal 4MT.8) figura
25.
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Figura 25. Representacién esquematica en 2D y 3D de la topologia proteica y andlisis de
motivos de la caja H del dominio de Dimerizaciéon y Fosfotransferencia de Histidina (DHp) de
HkhC. A) Se muestra la representacion de la longitud del dominio DHp. B) Esquematizacion
bidimensional de la estructura terciaria del dominio DHp, se muestran las regiones amino-terminal y
carboxilo-terminal, las barras de color azul marino representan las 3 alfa hélices de la estructura. C)
Esquematizacion tridimensional de la estructura terciaria del dominio DHp obtenida por medio del
software Chimera, representando las regiones amino y carboxilo terminal, la distribucion de las 3 alfa
hélices (azul marino). D) Representacion tridimensional de la sobreposicion de estructuras utilizando
alineamiento por pares, en color azul se representa el dominio DHp del cristal 4AMT8 con 2 alfa hélices
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y de color beige el dominio DHp de HkhC con 3 alfa hélices comparando la distribucién de estructuras
secundarias. E) Localizacion del motivo HEhRTPh de la caja H en color rojo, ubicado en la a2 del
dominio DHp de HkhC. F) Localizaciéon del motivo HEhRTPh en color rojo de la sobreposicién de
estructuras de los dominios DHp de HkhC y del cristal 4AMT8. G) WebLogo de la caja H, comparando
los motivos conservados HEhRTPh de las cinasas histidinicas HkhC y HkhB de A. baldaniorum (Ab),
ERSL1 cinasa histidinica del cristal 4AMT8 de A. thaliana (At) y BaeS CH ya clasificada como de tipo |
de E. coli (Ec).

Por otro lado, con respecto a los resultados obtenidos por medio del andlisis de
motivos de las cajas N (motivo NLxxNA), D/G1 (motivo DXGxG), F (motivo FxxG/F),
G2 (motivo GxGxG) y G3 (motivo G) de las proteinas HkhC, HkhB de A.
baldaniorum, WalK de L. plantarum (nombre de la proteina del dominio cristalizado
4U70 con el que se model6 CA de HkhC), BarA (proteina donde ya esta
caracterizado el motivo de unién a ATP) y BaeS (proteina ya clasificada en la
literatura como CH de tipo I) ambas de E. coli con WebLogo y la visualizacién del
modelado del dominio CA y la sobreposicion de estructuras con el cristal generados
con Chimera. En los resultados se observé la conservacion de los motivos de todas
las cajas N, D/G1, F, G2 y G3, y su ubicacion tridimensional en el dominio CA de
manera individual y sobrepuesta con el cristal 4U70, ademas de la correcta
distribucion y fiabilidad de la sobreposicion de estructuras visualizadas con Chimera
(Figura 26).
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Figura 26. Representacién esquematica en 2D y 3D de la topologia proteica y analisis de
motivos de la cajaH del dominio de Unién a ATP (CA) de HKhC. A) Se muestra la representacion
de la longitud del dominio CA. B) Esquematizacion bidimensional de la estructura terciaria de CA, se
muestran las regiones amino-terminal y carboxilo-terminal, las barras de color azul claro representan
las 6 alfa hélices de la estructura y las flechas color verde bosque represetan las 4 laminas beta-
plegadas. C) Esquematizacion tridimensional de la estructura terciaria del dominio CA obtenida por
Chimera, representando las regiones amino y carboxilo terminal, la distribucion de las 6 alfa hélices
y 4 beta plegadas. D) Representacion tridimensional de la sobreposicion de estructuras utilizando
alineamiento por pares, en color azul se representa el dominio CA del cristal 4U70 con 5 alfa hélices
y 4 beta-plegadas, de color beige el dominio CA de HkhC con 6 alfa hélices y 4 beta-plegadas
comparando estructuras secundarias. E) Localizacién de los motivos conservados de las cajas N
motivo NLxXNA color rojo, D/G1 motivo DxGXG color azul, F motivo FxxG/F color amarillo, G2 motivo
GXxGXxG color verde y G3 residuo G color cian del dominio CA de HkhC. F) Localizacién de los motivos
de las cajas N, D/G1, F, G2 y G3 en la sobreposicién de estructuras de los dominios CA de HKhC y
del cristal 4U70. G) WebLogo de cada una de las cajas, comparando los motivos conservados de
las cinasas histidinicas HkhC y HkhB de A. baldaniorum (Ab), WalK cinasa histidinica del cristal
4U70 de L. plantarum (Lp), BarA con el sitio de unién caracteristico a ATP y BaeS ya clasificada
como de tipo I, ambas CH de E. coli (Ec).

9.7 Andlisis del sitio de unién a ATP y de acoplamiento molecular del dominio
CA de HkhC.

Previamente al andlisis de acoplamiento molecular del dominio CA con ATP, se
realizd un alineamiento multiple de secuencias de las proteinas HkhC, HkhB, WalK,
BaeS y BarA donde ya esta reportado el motivo de union a ATP, este analisis se
realiz6 con ayuda de la plataforma Conserved Domain Search del NCBI obteniendo
los siguientes resultados: HKhC y HkhB tienen el sitio de union de ATP conservado
de manera similar a la CH BarA de E.coli, ademas del sitio de unién a Mg*?
indispensable para la unién del ATP (Figura 27). Con base en los resultados se
concluye que HkhC presenta los residuos conservados para la union a ATP, de igual
manera WalK cuyo dominio CA cristalizado es 4U70 se us6 de plantilla para el
modelado por homologia del dominio CA de HkhC, esta proteina es una cinasa
histidinica activa unida con ATP (Cai et al.,, 2017) que efectivamente con los
resultados arrojados en el alinemiento multiple también presenta el sitio de union a
ATP y Mg*? conservado, por lo cual con el modelo PDB generado con el cristal
4U70 se realizo el analisis de acoplamiento molecular proteina-ligando entre CA'y
ATP.
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Figura 27. Alineamiento multiple de secuencias del sitio de unién ATP y Mg del dominio CA de
HkhC. AMS de los dominios CA de las proteinas WalK, BaeS, BarA, HkhB y HkhC, en color rojo y
amarillo se muestran los residuos aminoacidicos reportados para la unién de ATP y Mg (asterisco
rojo).

Para explorar la posible unién del dominio CA de HkhC y el ligando ATP, se
realizaron andlisis de acoplamiento molecular con los softwares Autodock Tools y
Autodock Vina obteniendo la energia libre de Gibbs (AG) de -7.41 kcal/mol,
indicando que es un proceso termodindmicamente, siendo un valor satisfactorio
obtenido en el acoplamiento molecular, de igual manera se muestran los residuos
de interaccién hallados en el acoplamiento molecular los cuales fueron un puente
de hidrégeno (esferas) con la GLY86 , 2 interacciones de tipo hidrofébica “pi-
pi”(cilindros amarillos) en los residuos SER111 y PHE113, interacciones hechas
entre moléculas insaturadas policiclicas, y mostrando la energia libre de Gibbs
negativa (Figura 28 A). Por otro lado, se muestra tabla del listado de los 16 residuos
que estan interaccionando con el ligando ATP en el acoplamiento molecular
realizado (Figura 28 B). La gréfica de barras de la imagen denota el listado de las
100 conformaciones predichas por el acoplamiento molecular oscilaron sus valores
de energia libre de Gibbs entre -7.41 con aproximadamente 21 posiciones (barra

azul mas alta del grafico) hasta + 0.5 con una posicion. Se seleccion6 como muestra
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la grafica el valor negativo mas grande y con mayor nimero de posiciones (Figura
28 C). Estos mismos resultados fueron analizados por medio de los softwares
LigPlot, PyMol y Chimera para dar mas fiabilidad a los residuos que posiblemente
estén interaccionando con el ligando. Los resultados arrojados por el software
LigPlot mostraron 18 residuos, de los cuales 11 son compartidos por ambos
programas (Autodock tools y LigPlot) letra color rojo, 7 fueron hallados
exclusivamente por LigPlot (letras color negro) y 5 residuos que no fueron
detectados por LigPlot pero si por Autodock tools (residuos nos mostrados) figura
29. Finalmente, los resultados del acoplamiento fueron simulados en el software

PyMol y Chimera para una mejor visualizacién figura 30.
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Figura 28. Resultados del acoplamiento molecular entre el dominio CA de la proteina HkhC y
el ligando ATP hecho con los softwares Autodock Tools y Autodock Vina. A) Visualizacion de
la Interaccion entre el dominio CA y el ligando ATP mostrando interacciones proteina-ligando como
puentes de hidrogeno en esferas y pi-pi en cilindros. B) Tabla del listado de los 16 residuos
aminoacidicos que interaccionan de manera directa con el ATP. C) Gréfica de barras donde se
muestran las distribuciones de las energias libres de Gibbs obtenidas de las 100 conformaciones

predichas en el acoplamiento molecular.
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Figura 29. Residuos de interaccion del acoplamiento molecular entre el dominio CA de la
proteina HKhC y el ligando ATP hecho por medio del software LigPlot. A) Visualizacion de las
Interacciones entre los residuos aminoacidicos y el ligando ATP, mostrando interacciones
hidrofobicas en 11 residuos marcados con simbolos radiales rojos y letra negra, 7 residuos (letra
color verde) que forman 13 puentes de hidrégenos (lineas punteadas color verde), cuyos valores
ideales de distancia son <3.00 A. B) Tabla del listado de 18 residuos aminoacidicos que
interaccionan directamente con el ATP, en letra color rojo se muestran los residuos hallados tanto
en Autodocktools como en LigPlot y en color negro los residuos hallados Unicamente en LigPlot, y
que no se fueron detectados por el programa autodock tools.
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Sin residuos

Con residuos

Figura 30. Interaccion del acoplamiento molecular entre el dominio CA y ATP visualizado
mediante los softwares PyMOL y Chimera. Visualizacién de las Interacciones entre los 18 residuos
aminoacidicos y el ligando ATP. A) Visualizacion del acoplamiento CA-ATP con PyMol donde se
observan dos perspectivas, una sin residuos solo mostrando el ligando y el dominio (arriba), y la otra
mostrando los residuos que interaccionan con el dominio (abajo). B) Visualizacion del acoplamiento
CA-ATP con Chimera mostrando los residuos que interaccionan con el dominio.
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Por dltimo, en la comparacién del andlisis del sitio de union a ATP mostrado
previamente en el alineamiento multiple de secuencias (figura 27) y los resultados
obtenidos de los residuos predichos por los programas Autodock tools y LigPlot del
acoplamiento molecular en los cuales solo los residuos Asnl2, Gly54, Vall103,
Serl05 y Gly110 no fueron predichos por el acoplamiento pero si se encuentran
conservados en el sitio de unidon a ATP hallado con la plataforma CDD, los otros 11
residuos coincidieron perfectamente con los resultados de nuestro acoplamiento

molecular (figura 31).

Figura 31. Comparacion de los residuos de union a ATP en el dominio CA visualizado mediante
el software Chimera. Se hizo una comparacion de los residuos de unién a ATP ya reportados
hallados en el alineamiento multiple de secuencias y los residuos predichos por los softwares Audock
tools y LigPlot del acoplamiento molecular. La imagen muestra al dominio CA de HkhC unido al ATP,
de color amarillo se muestran los residuos aminoacidicos que predicho por el analisis de
acoplamiento molecular y que coincidieron con el andlisis del sitio de unién a ATP hecho en la figura
tal, de color rojo se muestran los residuos que no predijo el acoplamiento molecular pero que
pertenecen al sitio de uniéon a ATP y de color beige los residuos que predijo el acoplamiento molecular
pero no estaban en el andlisis del alineamiento multiple del sitio de union a ATP.

9.8 Analisis in silico del modelado de los dominios receptores de la proteina
HkhC.

En el andlisis de la proteina HKhC se hall6 que posee dos dominios REC, a
diferencia de los analisis preliminares con la plataforma SMART que predecia un
solo dominio REC, con tales datos se realiz6 el modelado por homologia de ambos
dominios (REC1 y REC2) con SWISS-MODEL utilizando los cristales 6QRJy 7C1J,
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obteniendo los siguientes resultados. Porcentajes 54.44% de identidad y 100% de
cobertura del dominio REC1 de HKkhC comparado con el cristal 6QRJ, 47.27% de
identidad y 95% de cobertura del dominio REC2 comparado con el cristal 7C1J, los
porcentajes de identidad obtenidos fueron satisfactorios. los valores de resolucion
de los cristales seleccionados fueron los siguientes 2.65 A para 6QRJ y 1.35 A para
7C1J. Los valores de GMQE y QMEANDisCo arrojados por los modelos fueron los
siguientes; GMQE de 0.73 y QMEANDIsCo de 0.79 para REC1, y GMQE de 0.76 y
QMEANDIsCo de 0.74 para REC2. Los resultados de la validacion de los modelos
después de minimizar la energia de la estructura proteica fueron los siguientes. Para
el dominio REC1, el porcentaje de rotameros favorecidos fue de 94.37%, un
porcentaje de indice de Ramachandran favorecido 98.84% y un porcentaje de
valores atipicos de Ramachandran de 0.00%, con respecto al dominio REC2, el
porcentaje de rotdmeros favorecidos fue de 96.77%, de indice de Ramachandran
favorecido de 95.54%, y de valores atipicos de 0.89%, los valores de los dos

modelos PDB estan resumidos en la tabla 7.
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Dominios Cristal y Porcentajes GMQE/QMEAN Rotameros
comparados resolucion identidad/cobertura DisCo favorecidos/indice de
Ramachandra/valores
atipicos (MolProbity)

REC1 6QRJ/2.65 A 54.44%/100.00% 0.73/0.79 94.37%/98.84%/0.00%

REC2 7C1)/1.35 A 47.27%/95.00% 0.76/0.74 96.77%/95.54%/0.89%

Tabla 7. Resumen de los valores evaluados tras la obtencion de los modelados por homologia
con SWISS-MODEL de los dominios REC1 y REC2. Se muestra los dominios comparados, el
cristal utilizado con el valor de resolucién, y el porcentaje de identidad y cobertura, los valores de
referencia caracteristicos de SWISS-MODEL GMQE y QMEANDIsCo y los parametros de validacion
evaluados por la plataforma MolProbity.

También, se muestran representaciones esquematicas en 2D y 3D de la topologia
y la sobreposicion de estructuras por medio de alineamiento por pares de los 2
dominios con sus respectivos cristales, la visualizacidén y alineamiento de los sitios
de unién a metal y el residuo de aspartato fosforilable de ambos dominios, con
Chimera y WebLogo. Los resultados se describen a continuacion se hizo el anélisis
de ambos dominios REC, buscando el residuo de aspartato receptor del grupo
fosfato conservado y el sitio de unidbn a metal. Los resultados del andlisis
comparativo del dominio REC1 fue hecho con las proteinas HkhC, HkhB de A.
baldaniorum, ShkA de Caulobacter vibrioides (Del cristal 6QRJ), y RCSC de E. coli
(proteina de referencia con el residuo de aspartato y sitio de union a metal
conservados), se observé que tanto la proteina HKkhC como HkhB el sitio de unién
y el residuo de aspartato se encuentran conservados. Con respecto al dominio
REC2 las proteinas empleadas fueron las siguientes HkhC, HkhB de A.
baldaniorum, PA1611 de P. aeruginosa (cristal 7C1J), y RCSC de Escherichia coli
donde ya se han descrito esos residuos. HkhC y HkhB presentan el sitio de union y
el residuo de aspartato conservados, ademas se hicieron los alineamientos y
visualizaciones 3D con WebLogo y Chimera de manera individual y sobrepuesta
con los cristales en ambos dominios REC1 (figura 32) y REC2 (figura 33)
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Figura 32. Representacion esquematica en 2D y 3D de latopologia proteicay analisis del sitio
de uniéon a metal y el aspartato fosforilable del dominio receptor 1 (REC1) de HkhC. A) Se
muestra la representacion de la longitud del dominio REC1. B) Esquematizacion bidimensional de la
estructura terciaria de REC1, se muestran las regiones amino-terminal y carboxilo-terminal, las
barras de color dorado representan las 3 alfa hélices de la estructura y las flechas color verde bosque
representan las 4 laminas beta-plegadas. C) Esquematizacién tridimensional de la estructura
terciaria del dominio REC1 obtenida por Chimera, representando las regiones amino y carboxilo
terminal, la distribucién de las 3 alfa hélices y 4 beta plegadas. D) Representacién tridimensional de
la sobreposicién de estructuras utilizando alineamiento por pares, en color azul se representa el
dominio RECL1 del cristal 6QRJ y de color beige el dominio REC1 de HkhC ambos con 3 alfa hélices
y 4 beta-plegadas comparando estructuras secundarias. E) Localizacion del residuo de aspartato (D)
fosforilable (color rojo) y sitio de unién a metal (color azul marino). F) Localizacién del residuo de
aspartato (D) fosforilable (color rojo) y sitio de unién a metal (color azul marino) en la sobreposicion
de estructuras de los dominios REC1 de HkhC y del cristal 6QRJ de ShkA. G) WebLogo del residuo
de aspartato (D) fosforilable y el sitio de unién a metal de las cinasas histidinicas HkhC y HkhB de
A. baldaniorum (Ab), ShkA cinasa histidinica del cristal 6QRJ de C. vibrioides (Cv), RSCS de E. coli
(Ec) como proteina de referencia donde ya se han identificado estos residuos.
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Figura 33. Representacion esquematica en 2D y 3D de latopologia proteicay andlisis del sitio
de unién a metal y el aspartato fosforilable del dominio receptor 2 (REC2) de HkhC. A) Se
muestra la representacion de la longitud del dominio REC2. B) Esquematizacion bidimensional de la
estructura terciaria de REC2, se muestran las regiones amino-terminal y carboxilo-terminal, las
barras de color verde bosque representan las 6 alfa hélices de la estructura y las flechas color azul
representan las 5 laminas beta-plegadas. C) Esquematizacién tridimensional de la estructura
terciaria del dominio REC2 obtenida por Chimera, representando las regiones amino y carboxilo
terminal, la distribucién de las 6 alfa hélices y 5 beta plegadas. D) Representacioén tridimensional de
la sobreposicién de estructuras utilizando alineamiento por pares, en color azul se representa el
dominio REC2 del cristal 7C1J con 5 alfa hélices y 5 beta-plegadas y de color beige el dominio REC2
de HKhC con 6 alfa hélices y 5 beta-plegadas comparando estructuras secundarias. E) Localizacién
del residuo de aspartato (D) fosforilable (color rojo) y el sitio de unién a metal (color azul marino). F)
Localizacion del residuo de aspartato (D) fosforilable (color rojo) y sitio de unién a metal (color azul
marino) en la sobreposicion de estructuras de los dominios REC1 de HKhC y del cristal 6QRJ de
ShkA. G) WebLogo del residuo de aspartato (D) fosforilable y sitio de uniéon a metal de las cinasas
histidinicas HkhC y HkhB de A. baldaniorum (Ab), PA1611 cinasa histidinica del cristal 7C1J de P.
aeruginosa (Pa), RSCS de E. coli (Ec) como proteina de referencia donde ya se han identificado
estos residuos.
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10. RESULTADOS DEL ANALISIS EXPERIMENTAL
Generacion de mutantes por eliminaciéon del gen hkhC
10.1 Disefio de iniciadores

De manera inicial, para la generacién de la mutante se disefiaron dos pares
de oligonucledtidos en la plataforma Primer3Plus que corresponden a la
amplificacion de un fragmento denominado A y otro denominado B que flanquean
al gen hkhC (Figura 34). Estos fueron analizados con la plataforma OligoAnalyzer-
IDT, quedando de la siguiente manera: un rango de longitud de 26 a 30 pares de
bases adicionados con los sitios de restriccion Sacl, Stul, SnaBl y Kpnl, un rango
de porcentaje de GC de 53.6 a 57.7, un rango de temperatura de fusién (Tm) de
62.3 a 65.3, con presencia minima de 2 hairpins y una maxima de 7, y un rango de

valor AG negativo de autodimeros y heterodimeros de -3.61 a -7.81.

Sacl_HKHCB_F (5456 .. 5476) IKpnliHKHCAiR (11,061 .. 11,079)

C) ‘ Stul_HKHCB_R (6390 .. 6410) SnaBI_HKHCA F (10,105 .. 10,124} fnd (13,071)
5000 7500 10,000 12,500
' e Histidina cinasa putativa
| FragA |

Che-Y-Like

Figura 34. Representacion en el fondo genético de la cepa A. baldaniorum Sp245 de los oligos
diseflados para la amplificacion de los fragmentos A y B. Para el fragmento A se emplearon los
oligonucledtidos: SnaBl_HKHCA F y Kpnl_HKHCA y para la amplificacién del fragmento B se
emplearon los oligonucledtidos: Sacl HKHCB_F y Stul HKHCB_R

10.2 Amplificacién de la regién intergénica 16S de la especie baldaniorum en

las cepas A. baldaniorum Sp245y A. baldaniorum C5.56 (AhkhB)

Para verificar la pertenencia de las cepas A. baldaniorum Sp245 y la mutante A.
baldaniorum C5.56 (mutante AhkhB), con las cuales se realizaron los trabajos
experimentales de este proyecto, se llevo a cabo una amplificacion de las regiones

intergénicas del gen 16S como se muestra en la figura 35.
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Figura 35. Electroforetograma de amplificaciones por medio de PCR de las regiones
intergénicas del gen 16S de la cepa silvestre y la mutante C5.56. Carriles: 1) MPM, 2) region
intergénica 16S cepa mutante (A. baldaniorum AhkhB), 3) region intergénica 16S cepa silvestre, 4)
control negativo.

10.3 Amplificacion de los fragmentos A y B flanqueantes al gen hkhC

Se obtuvieron los productos de amplificacion por PCR de los fragmentos
flanqueantes A y B, utilizando como templado el ADN gendémico de la cepa A.
baldaniorum Sp245. Para la amplificacion del fragmento A se emplearon los
oligonucleétidos SnaBl_HKHCA_F y Kpnl_HKHCA_R obteniendo un amplificado de
991pb. Por otra parte, para la amplificacion del fragmento B se emplearon
Sacl_HKHCB_F y Stul_ HKHCB_R obteniendo un amplificado de 973pb, ambos

productos de PCR se muestran en la figura 36.
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Figura 36. Electroforetogramas de la amplificacion de los fragmentos A y B. A) Amplificacion
por PCR del fragmento A. Carriles: 1) MPM (Marcador de Peso Molecular), 2) Fragmento A, 3)
Control negativo. B) amplificacion por PCR del fragmento B. Carriles: 1) Control negativo, 2)
Fragmento B, 3) MPM.

10.4 Construccion de plasmidos
10.4.1 Construccion del plasmido de mantenimiento pGEM-HKHCA

El fragmento A se clon6 en el vector de mantenimiento pGEM T-Easy como se
detall6 en la seccion de material y métodos. La clonacion se confirmé por medio de
ensayos enzimaticos de restriccion y PCR, los cuales coincidieron correctamente

con los resultados esperados, como se observa en la figura 37.
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Figura 37. Representacion graficay esquematica de la clonacion del fragmento A en el vector
de mantenimiento pGEM-T-Easy. A) Mapa vectorial pPGEM-HKHCA obtenido por el software
SnapGene. B) Electroforetograma de la confirmacion de la construccién del plasmido pGEM-HKHCA
mediante ensayo de restriccion de doble digestion con las enzimas Kpnl y Snabl. Carriles: 1) MPM,
2) vector (pGEM) + inserto (fragmento A). C) Electroforetograma de la confirmacién de la
construccion del plasmido pGEM-HKHCA mediante PCR con un producto de amplificacion de 991pb.
Carriles: 1) MPM, 2) fragmento A, control positivo.

10.4.2 Construccion del plasmido de mantenimiento pBSK-HKHCB

El fragmento B se cloné en el vector de mantenimiento pBSK como se detallé en la
seccién de material y métodos. La clonacién se confirmdé por medio de ensayos
enzimaticos de restriccion y PCR, los cuales coincidieron correctamente con los

resultados esperados, como se observa en la figura 38.
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Figura 38. Representacion graficay esquematica de la clonaciéon del fragmento B en el vector
de mantenimiento pBSK. A) Mapa vectorial pBSK-HKHCB obtenido por el software SnapGene. B)
Electroforetograma de la confirmacion de la construccion del plasmido pBSK-HKHCB mediante
ensayo de restriccion de doble digestidon con las enzimas Sacl y Stul. Carriles: 1) vector (pBSK) +
inserto (fragmento B), 2) MPM. C) Electroforetograma de la confirmacion de la construccién del
plasmido pBSK-HKHCB mediante PCR con un producto de amplificacion de 973pb. Carriles: 1)
MPM, 2) fragmento B y 3) Control negativo.

10.4.3 Construccion del plasmido suicida pJMS-HKHCAB.

Ambos fragmentos A y B se subclonaron en el vector suicida pJMS-Km para
producir la construccion final pJMS-HKHCAB, la cual fue confirmada por ensayos
de restriccibn enzimatica, liberando un fragmento de ADN de 7,865 pb
correspondiente al vector y un inserto de 3,432 pb que corresponde a los fragmentos
A, B, y al ORF del gen kanR como se observa en la figura 39. Ademas, de la
amplificacion de ambos fragmentos por separado utilizando como templado ADN de
la construccion final, los resultados de la amplificacion coincidieron correctamente
con los controles positivos, un amplificado de 991 pb para el fragmento A, y uno de
973 pb para el fragmento B, estos resultados se pueden visualizar en la imagen tal.
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Figura 39. Representacién graficay esquemaética de la subclonacion de los fragmentos Ay B
en el vector suicida pJMS por medio de ensayos de restriccién enziméticay PCR. A) Mapa del
vector suicida pJMS-HKHCAB obtenido por el software SnapGene. B) Electroforetograma del patron
de doble digestién con las enzimas Sacl y Kpnl que confirma la correcta subclonacién de los
fragmentos. Carriles: 1) Vector (pJMS) + inserto (fragmento A-kanR-fragmento, 2) MPM. C)
Electroforetograma del fragmento A en el plasmido pJMS-HKHCAB mediante PCR. Carriles: 1) MPM,
2) fragmento A, 3) Control positivo pBSK-HKHCB, y 4) Control negativo. D) Electroforetograma del
fragmento B en el plasmido pJMS-HKHCAB mediante PCR. Carriles: 1) MPM, 2) Fragmento B, 3)
Control positivo pGEM-HKHCA, y 4) control negativo.

10.5 Amplificacién de los fragmentos Ay B en el fondo genético de las cepas
A. baldaniorum Sp245y E. coli S17.1 que contiene el plasmido suicida pJMS-
HKHCAB

A partir de la cepa silvestre de A. baldaniorum se realizé una amplificacién por PCR
del fragmento A, el ORF del gen hkhC y el fragmento B generando un amplificado
de 5.6Kbs. Por otro lado, el amplificado generado en la cepa conjugativa E. coli
S17.1 es de 3.4Kbs abarcando a los fragmentos A, B, y el ORF del gen kanR del
plasmido mutagénico pJMS-HKHCAB como se observa en la figura 40.




Figura 40. Electroforetograma de amplificacién por medio de PCR de ambos fragmentos en el
plasmido mutagénico pJMS-HKHCAB vy la cepa silvestre. Carriles: 1) MPM, 2) Control negativo,
3) Producto de 3.4Kbs (fragmento A, B y kanR 4) Producto de 5.6 Kbs (fragmento A, B y el gen
hkhC).

10.6 Analisis in silico previo de la comparacién de los contextos genéticos
que se obtendrian al eliminar el gen hkhC en el fondo genético de la cepa
silvestre A. baldaniorum Sp245 y la cepa mutante A. baldaniorum C5.56
(AhkhB)

Se realiz6 un analisis in silico con el programa SnapGene de los fondos genéticos
que se generarian tras la eliminacion del gen hkhC con respecto a los demas genes
del operén putativo, en la figura 41 A se muestra el contexto genético de la cepa
silvestre comprandolo con los contextos genéticos esperados tras realizar la
mutacion por eliminacion de hkhC e inserciéon de kanR (AhkhC::kanR) lo cual
generaria las cepas mutantes A. baldaniorum AhkhC:kanR y A. baldaniorum
AhkhB, AhkhC::kanR figura 41 B y C, respectivamente. Con el analisis se resaltan
en color rosado los pares de oligonucleétidos empleados en este estudio, la
direccion de las flechas muestran cada uno de los genes del presunto operon, los
rectangulos muestran la posicidn que abarca los fragmentos Ay B que se emplearon

para la generacion de la mutante A. baldaniorum AhkhB por Cordero en 2017 y los




gue se emplean en este trabajo para la generacion de las mutantes sencilla
AhkhC::kanR y doble AhkhB, AhkhC::kanR.
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Figura 41. Mapas de los contextos genéticos de la cepa silvestre y las cepas mutantes A.
baldaniorum AhkhC::kanR y A. baldaniorum AhkhB, AhkhC::kanR. Contextos genéticos y los
oligonucledtidos empleados: A) Cepa silvestre donde se resaltan los homdlogos A y B que se
emplearon para la eliminacion de los genes hkhB y hkhC por medio de doble recombinacion
homologa. B) Cepa mutante A. baldaniorum AhkhC::kanR donde se eliminaron 3,695 pb del gen
hkhC. C) Cepa doble mutante A. baldaniorum AhkhB-AhkhC::kanR donde se eliminaron 3,695 pb del
gen hkhC y los 1309 pb eliminados por Cordero del gen hkhB.

10.7 Obtencion de las mutantes A. baldaniorum AhkhC::kanRyA. baldaniorum
AhkhB, AhkhC::kanR

Se realizaron ensayos de conjugacion de acuerdo con los protocolos
mencionado en materiales y métodos, a través de los cuales se seleccionaron y
contra seleccionaron transconjugantes con los fenotipos kanamicina (Km) y
tetraciclina (Tc) resistentes en medio minimo K-lactato liquido y semisdlido (agar).
Resultando las clonas 52 como candidata para la mutante sencilla AhkhC::kanR y
la clona 28 para la mutante doble AhkhB-AhkhC::kanR figura 42 A. Con base en los
fenotipos, la seleccidon de colonias se hizo de acuerdo con los reportes ya descritos
previamente del fenomeno de doble entrecruzamiento por recombinacion
homologa. Las posibles mutantes seleccionadas fueron confirmadas por PCR
obteniendo un producto de amplificado de 3.4 Kbs que corresponden a la
eliminacion completa de hkhC, e insercion del gen KanR en comparacion con la
cepa silvestre A. baldaniorum Sp245, cuyo producto de amplificacion es de 5.6Kbs
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como se muestra en la figura 42 B. La clonas seleccionadas para confirmar la
mutacion fueron la nimero 52 para la mutacion AhkhC::kanR (mutante denominada
como CCN-52) y la clona 28 para la mutacion AhkhB-AhkhC::kanR, (mutante
denominada como BCCN-28) en ambas obteniendo un amplificado de 3.4 kbs, a
comparacion de la cepa silvestre con 5.6 Kbs, demostrando la disminucion del

amplificado como se esperaba de acuerdo al analisis in silico con SnapGene.

Figura 42. Confirmacion de las mutantes BCCN-28 y CCN-52 por medio de PCR. A) La
seleccion de mutantes por marcador de resistencia en medio minimo K-Lactato. Carriles 1) Mutante
CCN-52 Km resistente, 2) Mutante BCCN-28 Km resistente, 3) Mutante BCCN-28 Tc sensible, 4)
CCN-52 Km Tc sensible. B) Electroforetograma Carriles 1) MPM, 2) Amplicén cepa silvestre A.
baldaniorum Sp245, 3) Amplicén construccion final del plasmido mutagénico pJMS-HKHCAB como
control positivo, 4) Amplicén mutante CCN-52 (A. baldaniorum AhkhC::kanR), 5) Amplicon BCCN-
28 (A. baldaniorum AhkhB, AhkhC::kanR), 6) Control negativo.

10.8 Amplificacion de las regiones flanqueantes al gen hkhB

Se realizé una PCR amplificando las regiones que se encuentran flanqueando al
gen hkhB obteniendo un producto de amplificacién de 1.4 Kbs en el fondo genético
de la mutante BCCN-28 (A. baldaniorum AhkhB, AhkhC::kanR) con respecto a las
cepas A. baldaniorum Sp245 y la mutante CCN-52 (A. baldaniorum AhkhC::kanR)
cuyos productos de amplificacion fueron 2.6 Kbs, debido que tienen el gen hkhB

presente en su genoma, y asi demostrando la ausencia del mismo (hkhB) en la




doble mutante BCCN-28 debido a la mutacion por eliminacion reportada por Cordero

en 2017, los resultados se pueden observar en la figura 43.
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Figura 43. Electroforetograma de las amplificaciones por medio de PCR de las regiones
flanqueantes al gen hkhB y el gen hkhB en el fondo genético de las cepas mutantes generadas
en este trabajo y la cepa silvestre. Carriles 1) MPM, 2) Cepa silvestre A. baldaniorum Sp245, 3)
Mutante CCN-52 (A. baldaniorum AhkhC:kanR), 4) Mutante BCCN-28 (A. baldaniorum AhkhB,
AhkhC::kanR), 5) Control negativo.

11.- DISCUSION

Los sistemas de traduccion de sefales y principalmente los sistemas de
doble componente son fundamentales para que A. baldaniorum pueda competir y
percibir sefiales ambientales en un entorno tan complejo como lo es la rizosfera. De
acuerdo con los antecedentes que encaminaron este trabajo, y como se mencioné
en el marco tedrico los sistemas de doble componente (SDC) estan constituidos por
una cinasa histidinica que transmite su sefial energética a un regulador de respuesta
desencadenando funciones especificas. El gen hkhC que es la base de este estudio,
tiene el mismo sentido de la transcripcion del clister de genes mencionados al inicio
del trabajo, es un gen perteneciente a la especie A. baldaniorum Sp245, ubicado en
el plasmido namero 3 (figura 15), codifica presuntivamente a una cinasa histidinica
hibrida citoplasmatica, clasificandola de esta manera ya que no presenta dominios

transmembranales, esta CH presenta dominios de deteccion como el GAF (figura
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22 y 23) descrito en funciones como la regulacion de la inhibicién de diguanilato
ciclasas (Chen et al., 2016a), la participacion en la dimerizacién del dominio GGDEF
para la sintesis de di-GMPc (Chen et al., 2018), la unién de segundos mensajeros
como GMPc, AMPc (Zhang et al., 2008; Kanacher et al., 2002) y oxigeno (Cho et
al.,, 2009). Ya se han reportada cinasas histidinicas con dominio GAF en otros
modelos de estudios, una de ellas es DevS que en conjunto con DevR es uno de
los sistemas de doble componente mejor caracterizados en Mycobacterium
tuberculosis, la cinasa DevS puede ser activada en respuesta a oxigeno con ayuda
de su dominio GAF ademas de presentar una funcion dual de cinasa/fosfatasa sobre
el Regulador de Respuesta DevR (Kaur et al., 2016), otra cinasa histidinica es PdtaS
de Mycobacterium smegmatis que se une al di-GMPc por medio de su dominio GAF,
la mutante de PdtaS Hariharan y colaboradores demostraron que se compromete
en gran medida el crecimiento en medios deficientes en aminoécidos y exhibe una
desregulacion transcripcional global (Hariharan et al., 2021). HkhC también
presenta dominios de deteccién tipo PAS-PAC que tienen la capacidad de detectar
diferentes estimulos y compuestos como: oxigeno, estado redox, intermediarios del
ciclo de Krebs, acidos grasos, iones, luz y ademas de ser mediadores
fundamentales de la interaccién proteina-proteina, la transferencia de sefiales, y la
localizacion subcelular (Borland et al., 2015; Henry & Crosson, 2011). Por otra parte,
presenta dominios de fosfotransferencia REC y HPT indispensables para el proceso
de fosforelevo His-Asp-His. En conjunto, el producto proteico del gen hkhC tiene los
motivos y residuos fosforilables conservados y probablemente funcionales de los
dominios cataliticos y de fosfotransferencia. De igual manera, con base en la
clasificacion por tipos de cinasas histidinicas, HkhC pertenece a la clase | debido a
que presenta los dominios DHp y CA asociados y el dominio Hpt en el extremo
carboxilo terminal (Adebali et al., 2017; Dutta et al., 1999).

Con respecto al contexto genético hkhC presenta una distancia intergénica con el
gen proximo rio arriba luxO de apenas 28 pb de longitud, lo que la hace una
distancia relativamente corta como usualmente se encuentran cuando se forma
parte de un operdn (Salgado et al., 2000). Sin embargo, en este estudio se realizé

un analisis bioinformético con plataformas de acceso libre para localizar una

77

——
| —



probable regién promotora de hkhC tomando en cuenta 240 pb rio arriba del gen
gue abarcan parte del ORF del gen luxO, como se observo en los resultados de este
analisis se hallaron las cajas -10 y -35 caracteristicas para la union del factor sigma
70, también se ubico la caja -24 para la union del factor sigma 54 y por ultimo se
hallaron las regiones casi completamente conservadas para la union de los factores
NarL y CytR que regulan la transcripcion de operones relacionados al metabolismo
de nitratos, nitritos, proteinas trasportadoras y poros proteicos, especificamente
NarL regula funciones intimamente relacionadas con promotores dependientes a
sigma 54 como lo es el metabolismo del nitrégeno. Estos datos sugieren una
regulacion transcripcional compleja que tendrd que verificarse de manera

experimental en proximas investigaciones.

Adicionalmente, llevamos a cabo un estudio de las relaciones filogenéticas del gen
hkhC con secuencias homologas de distintos géneros y especies bacterianas. En
filogenia, los procesos evolutivos de las proteinas siempre han dependido de la
variabilidad y diversificacion de los genes que conocemos hoy en dia. Estas
historias evolutivas nos indican sus origenes mediante dos vias evolutivas, la
primera es la variacién evolutiva de un mismo gen a través de los afios (un origen
comun o ancestral) y la segunda es la obtencion del material genético por medio de
mecanismos moleculares o también llamado transferencia horizontal de genes
(THG). Azospirillum es una bacteria terrestre cuyos ancestros mas cercanos vivian
en ambientes acuaticos hace miles de millones de afios, lo cual indica que la
evolucion de esta bacteria se curs6 mediante una transicion de acuética a terrestre,
esto se explica que la mayoria de los genes constitutivos de Azospirillum (house-
keeping) son los que proporcionan funciones de mantenimiento necesarias para un
organismo vivo, ya que los genes ortdlogos a estos solo se relacionan con bacterias
acuaticas. Sin embargo, existen datos que sugieren gue casi la mitad de los genes
presentes en el genoma de Azospirillum provienen de organismos terrestres, y gran
parte de estos genes que estan implicados en procesos de asociacion con las
plantas han sido obtenidos de manera horizontal (Wisniewski-Dyé et al., 2011).
Como se abordd en el marco tedrico de este trabajo, una funcién importante de los

analisis filogenéticos es la reconstruccion de patrones evolutivos en forma de
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arboles que describe las relaciones entre los organismos que se estudian, y la
prediccidon de un ancestro en comun. En nuestros analisis, se encontro la presencia
de 67 secuencias homoélogas al gen hkhC, pertenecientes a 14 géneros distintos,
de las cuales 31 secuencias son exclusivas del género Azospirillum, sin embargo,
solamente 5 secuencias homologas tienen en su contexto genético al operén
putativo, estas secuencias se encuentran en las especies A. brasilense y A.
baldaniorum, esto nos indicaria que el operén se encuentra aislado en un grupo
exclusivo de bacterias, estas dos especies hasta hace poco se encontraban muy
relacionadas y pertenecian a la misma especie (dos Santos Ferreira et al., 2020),
con base en esto podemos hipotetizar que algunos genes de esta regién de
sefalizacion podrian ser resultado de algiin mecanismo de transferencia horizontal
de genes (THG) proveniente de alguna bacteria que aun no haya sido identificada
en la base de datos de genomas existentes, ya que los resultados de las
predicciones de la cantidad de dominios proteicos codificados en los 31 genes
homologos a hkhC del género Azospirillum no varian de manera significativa (figura
21) dado que es comun encontrar proteinas con el mismo tipo y aproximadamente
la misma cantidad de dominios comparadolas con HkhC, pero estas no se
encuentran asociadas a la region de sefalizacion completa sino solamente a los
genes homoélogos de luxO en su contexto genético (resultados no publicados). Ya
se han reportado la transferencia de operones completos por medio de mecanismos
de transferencia horizontal, un ejemplo de ello es el operéon luxCDABEG en los
géneros Aliivibrio, Photobacterium, y Vibrio (Urbanczyk et al., 2008), asimismo se
han reportado varios ejemplos de fusion de genes codificantes para la via de
sintesis metabdlica del triptéfano en bacterias dénde un grupo de cientificos
investigaron los origenes ancestrales del operdn de triptéfano y la dindmica de
cambios evolutivos, este estudio propone las siguientes explicaciones que
posiblemente ocurren en el proceso de fusibn de genes y el porqué de las
diferencias existentes entre el filograma del operon trp de los genes fusionados y el
filograma de las secuencias 16S de estas bacterias. Las explicaciones posibles que
se plantean son 1) THG, 2) una fusion ancestral inicial (de ocurrencia rara) seguida

de numerosos eventos de pérdida de genes en diferentes linajes, o 3) la ocurrencia

79

——
| —



frecuente de muchas fusiones de genes como eventos independientes de
innovacion evolutiva (resultados analizados por Xie & Jensen en varios grupos de
Bacterias y Archeas; Xie et al., 2003) (Mukherjee et al., 2016) que permite proponer
las siguientes hipotesis respecto a la presencia de la regidn de sefializacién de este
estudio que cluye a los gebes cdgE, hkhB, cheY, luxO y hkhC: 1) la conjuncién de
dos operones putativos independientes, 2) que el cluster de los genes cdgE, hkhB
y cheY se haya adquirido posiblemente de manera horizontal a un ancestro en
comun cercano de las cepas A. brasilense y A. baldaniorum y lel cllster de llos otros
dos genes (luxO y hkhC) aparentemente se encuentra inherentes al fondo genético
de las 31 cepas del género Azospirilum abordadas en este estudio como se

observo en el filograma de relacion de contexto génetico figura 19 A, nimero 2.

Por otra parte, en este estudio se llevé a cabo un andlisis bioinformatico de la
proteina HkhC por medio del modelado por homologia, andlisis de la conservacion
de motivos con WebLogo y la posible funcionalidad de los dominios GAF, PAS-PAC,
DHp, CA, REC y REC2, ademas del acoplamiento molecular del ligando adenosin
trifosfato (ATP) con el dominio CA, que nos ayuda a sugerir que HkhC podria ser
una proteina funcional siendo esta una alternativa de prediccion. De acuerdo con
nuestros resultados, HKhC presenta los motivos conservados de las cajas H (H), N,
D/G1, F, G2y G3y el residuo conservado de histidina caracteristicos de una cinasa
histidinica funcional tipo |I. Ademas de tener los residuos de fosforilacion
conservados D y H dentro de los dominios REC1, REC2 y HPT (los datos del
dominio HPT no se mostraron en este estudio) que proponen a HkhC como una CH
hibrida. De igual forma se hicieron los modelados por homologia de los dominios
GAF, PAS-PAC, CA, DHp, REC1 y REC2. Los modelos de los siete dominios fueron

hechos de manera independiente con seis cristales distintos.

Con respecto al modelado del dominio CA con el cristal 4U70 de WalK, que es una
cinasa histidinica detectora con dominios transmembranales y HAMP y que por
medio de la unién de ATP/ADP puede modular la dinamica del dominio CA en
Lactiplantibacillus plantarum JDM1. El dominio DHp fue modelado con el cristal

4MT8 que corresponde al receptor de etileno 1 que es una cinasa histidinica anclada
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a membrana con dominios GAF y REC de Arabidopsis thaliana. EI dominio REC1
modelado con el cristal 6QRJ perteneciente a una cinasa histidinica con dos
dominios REC implicada en la transicion del ciclo celular (de G1-S) regulado por el
aumento en los niveles del di-GMPc, ademéas ShkA presenta un pseudo dominio
receptor Recl con capacidad de unir di-GMPc, al ser activado Recl este participa
en la liberacién del dominio Rec2 candnico de su posicion central donde obstruye
los movimientos a gran escala necesarios para la catalisis en el modelo Caulobacter
crecentus CB15 (Dubey et al., 2020), con respecto al dominio REC2 el cual fue
modelado utilizando el cristal 7C1J perteneciente a la cinasa histidinica PA1611,
esta cinasa tiene un dominio de funcién desconocida (DUF), un dominio HAMP; y
un dominio REC en P. aeruginosa PAOL, esta proteina estad involucrada en el
proceso del control de la expresion de genes asociados a infecciones crénicas y
formacién de biopelicula (Chen et al., 2020). Con respecto al modelado del dominio
GAF, el cristal utilizado fue 4ZMU perteneciente a la proteina Dcsbis, una
diguanilato ciclasa (DGC) que coordina la motilidad celular sin afectar
significativamente la formacion de biopelicula, lo caracteristico de esta DGC es la
presencia de un bucle peptidico protector que se extiende desde el dominio GAF
ocupando el sitio | (sitio inhibidor) conservado del dominio GGDEF evitando la
formacion de di-GMPc. Los autores de esta investigacion proponen que en el bolsillo
hidrofébico del dominio GAF se puede unir una molécula desconocida rio arriba
moviendo el bucle protector del sitio | y desactivando asi la actividad enziméatica
(Chen et al., 2016b), aunque el bucle protector no esta conservado en el dominio
GAF de HkhC, se sugiere que podria existir un mecanismo similar en esta proteina.
Por dltimo, estan los dominios PAS-PAC modelados con el cristal 3BMRO de una
cinasa histidinica detectora con dominios REC y PAS-PAC en Burkholderia
thailandensis E264 (Kim, Y., Tesar, C., Buck, K., Joachimiak, A., 2010).

En este estudio también se realizé el acoplamiento molecular entre el dominio CA
modelado con el cristal 4U70 y el ligando ATP para la prediccion de la union
caracteristica proteina-ligando el cual dio un valor termodinamicamente favorecido.
Con base en los resultados de ambos analisis del acoplamiento molecular, la

bdsqueda de motivos conservado de los dominios CA y DHp, y el analisis
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comparativo del sitio de unién a ATP de dominio CA predicho por la plataforma
Conserved Domain Database (CDD) del NCBI, hipotetizamos que la proteina HKkhC
seria una posible cinasa histidinica funcional, como se mencioné en la seccion de
resultados con la comparacion del andlisis del sitio de unién a ATP mostrado en el
alineamiento multiple de secuencias (figura 27) y los resultados obtenidos de los
residuos predichos por los programas Autodock tools y LigPlot del acoplamiento
molecular en los cuales solo los residuos Asnl12, Gly54, Vall03, Serl05 y Gly110
no fueron predichos por el acoplamiento, pero si se encuentran conservados en el
sitio de unién a ATP encontrado con la plataforma CDD, los otros 11 residuos
coincidieron perfectamente con los resultados del acoplamiento molecular (figura
28), lo cual concluimos con base a lo reportado en la literatura, y la conservacion
del sitio de unién a ATP del alineamiento multiple, ademas de coincidir con los
reportado en la cristalizacion de la proteina WalK como una cinasa histidinica activa
gue se une a ATP (4U70), indica que posiblemente el dominio CA de HkhC es un
dominio funcional que tiene el sitio de union a ATP y Mg conservado ademas de las
cajas N, D/G1, F, G2 y G3 necesarias para llevar a cabo el proceso de fosforelevo,
sin embargo, seria necesario comprobar esta hipétesis con métodos experimentales

bajo condiciones de laboratorio.

Con respecto a los resultados experimentales de este trabajo se realiz6 la
generacion de dos mutantes por eliminacion del gen hkhC una en el fondo genético
de la cepa silvestre A. baldaniorum Sp245 (mutante simple) y la otra en el fondo
genético de la cepa mutante A. baldaniorum C5.56 (mutante doble) como se
confirmd en las figuras 42 y 43, no obstante, aun falta someter las mutantes
denominadas como CCN-52 y BCCN-28 a experimentos fenotipicos de crecimiento,
sensibilidad a estrés osmotico, movilidad y formacion de biopelicula para sugerir la
funcién y papel que tendria HKkhC de manera individual y en conjunto con HkhB. Ya
se ha descrito un estudio similar donde se generaron dos mutantes dobles de dos
cinasas histidinicas hibridas, EspC (cinasa histidinica hibrida huérfana) y EspA
(cinasa histidinica hibrida) que en conjunto con dos proteinas cinasas
serina/treonina y una proteina de transporte forman el sistema Esp en Myxococcus

xanthus. De acuerdo con los resultados del estudio arrojados con las mutantes
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AespA, AespC y AespC, AespA los investigadores proponen que EspA y EspC
participan en un nuevo mecanismo de sefalizacion de proteinas cinasas histidinas
hibridas que involucra la fosfotransferencia inter e intra proteica. Este sistema regula
el recambio proteolitico de MrpC que es un importante regulador para la progresion
del desarrollo multicelular en M. xanthus (Schramm et al., 2012). Otro estudio
relevante es el descrito en el SDC PdeK/PdeR donde PdeR es un RR con actividad
fosfodiesterasa involucrada en el recambio intracelular de di-GMPc y la regulacion
positiva de la virulencia en Xanthomonas oryzae pv. oryzae, PdeR tiene la
capacidad de interactuar con el regulador transcripcional TirP promoviendo la
actividad fosfodiesterasa de PdeR para la degradacion de di-GMPc en presencia de
PdeK (Li et al., 2019). Se ha reportado que TirP esta implicado en la produccion de
expolisacaridos (EPS) y regulacién de la virulencia. En este estudio los autores
generaron una doble mutante AtirP, ApdeR que produjo menos cantidad EPS que
la mutante simple AtriP, sugiriendo que TriP es un regulador epistatico de PdeR
implicado en el control positivo de la expresion de virulencia en X. oryzae pv. oryzae
(Li et al., 2019) Con estos estudios se resalta la importancia de las dobles mutantes
en la asignacién de funciones en SDC.

Hoy en dia existen 3 vias principales para la percepcién de estimulos en la
traduccion de sefiales de HCs bacterianas, el primero es la deteccion de estimulos
por medio de dominios periplasmicos, el segundo la deteccion de estimulo por
medio de dominios y regiones transmembrana, y el tercero es la deteccion de
estimulos citoplasmaticos por medio de HCs solubles y/o ancladas a membrana.
Debido a que existen un gran nimero de HCs detectoras solubles que pueden estar
asociadas de manera permanente o transitoria con proteinas detectoras unidas a la
membrana funcionando como la ruta principal de entrada de estimulos especificos
(Mascher et al., 2006), y de igual manera la presencia de procesos de interaccion
como el “cross-talk”, nos da indicios para poder sugerir las posibles vias de
interaccion para la transduccion de sefiales en este operdn putativo de Sistema de
Multiples Componentes (SMC) con probables funciones previamente mencionadas.
El modo de interaccidon especifica entre los componentes de este SMC putativo,

solo se podra predecir de manera exacta con experimentacion, sin embargo, con
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base en los ejemplos mencionados hasta este momento se sugeriran algunas
interacciones en este sistema enfocandonos especialmente en el papel que

desempeiniaria la proteina HkhC.

Con base en la prediccion de dominios proteicos, la proteina HkhC es soluble lo
cual sugiere que podria tener la capacidad de ser fosforilada por medio del dominio
REC de otra cinasa histidinica hibrida o de un RR. La sefial de activacion primaria
de HkhC podria provenir de HkhB puesto que seria la cinasa inicial del proceso de
cascada de sefializacion debido a su localizacion transmembranal, otra alternativa
seria la activacion de CdgE a través de HkhB dado que ya se comprob6 que sus
genes codificantes forman parte del operén. Al ser fosforilado el RR CdgE activaria
su capacidad de producir di-GMPc. De acuerdo con lo visto anteriormente existen
cinasas histidinicas que pueden unirse al di-GMPc. Ademés, se han reportado
funciones del dominio GAF en la regulacién de la inhibicion de la actividad
diguanilato ciclasa y/o la dimerizacion del dominio GGDEF para la sintesis de di-
GMPc, lo cual nos podria insinuar una tentativa regulacién entre los componentes
HkhB/HKhC/DgcE parecido a lo observado en el sistema RavA/RavR/RavS de X.
campestris que regulaba la patogénesis mediante la unién de di-GMPc y la

supresion de la natacion bacteriana (Cheng et al., 2019; Tao et al., 2014).

Con base en los fenotipos de las mutantes revisadas en este trabajo, se tienen 4
funciones de regulacion posibles en este SMC; sensibilidad a estrés osmotico,
crecimiento bacteriano, movilidad y formacién de biopelicula. Con respecto a la
regulacion de la resistencia a estrés osmoético en SDC, QseC es una HC con
capacidad de mediar la resistencia a estrés osmaticos y la formacién de biopelicula
en Haemophilus parasuis (He et al., 2018), también se ha descrito el papel del
regulador de respuesta OmpR, generando una mutacion por eliminacion del gen
ompR, la mutante resultante mostro sensibilidad al cloruro de sodio y reduccion de
la movilidad en Acinetobacter baumannii (Tipton & Rather, 2017). Esto nos permite
sugerir la probable explicacién del fenotipo de sensibilidad a cloruro de sodio
mostrado por la mutante polar 5A (dgcE:gusA:kmR), donde este fenotipo podria

deberse a la alteracion de alguna de las dos cinasas histidinicas por la alteracion
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del marco de lectura abierto, alguna de la cinasas podria funcionar de manera
similar a QseC en H. parasuis. Otra alternativa que explicaria el fenotipo de
sensibilidad a cloruro de sodio seria el regulador LuxO ya que este presenta el
dominio HTH el cual tiene la capacidad de unir a ADN similar a lo descrito con la
proteina OmpR en A. baumannii, donde OmpR tiene la capacidad de unir a ADN y
regular la expresion de genes involucrados en la resistencia a estrés osmoético. En
cuanto al fenotipo de retardo en el crecimiento en medio minimo presentado por las
mutantes 5A y YH57 la causa podria deber a luxO, ya que la mutante por
interrupcion del gen cdgE (5A) difirid en fenotipos con la mutante por eliminacién del
mismo gen (mutante 7U-3) fenotipos como el retardo en el crecimiento y la
sensibilidad a cloruro de sodio, por lo cual se plantea que el fenotipo de sensibilidad
a estrés osmotico y el retardo en el crecimiento podria ser causados por la alteraciéon
de la expresion del gen luxO. En concordancia con esto se han descrito RR
implicados en la regulacién del crecimiento bacteriano un ejemplo de ello es YycF
de Bacillus subtillus (Okajima et al., 2008). En conclusion, la regulacion e interacciéon
de esta regidon de sefalizacion que se propone tiene al menos cinco componentes
que supondrian un proceso altamente complejo, que necesitaria ain una mayor
cantidad de investigaciones para poder entender y descifrar su compleja via de

sefalizacion.

Finalmente, los analisis bioinformaticos sugieren que HkhC es una proteina
funcional con motivos cataliticos conservados, y que podria estar asociada
conjuntamente en la regulacién del di-GMPc por medio de sus dominios GAF, REC,
o simplemente por fosfotransferencia, a algin RR. Algunas funciones que se
sugieren podrian estar afectadas en las mutantes generadas en este trabajo serian
la capacidad de movilidad y formacion de biopelicula, que en conjunto si se
comprueba la existencia de estos genes como una sola unidad transcripcional
formando parte de un sistema de dos componentes o inclusive de multiples
componentes originado por la union de operones, uno de ellos conservado en el
genoma y el otro adquirido por mecanismos de transferencia horizontal de genes,
ademas hkhC se encuentra relacionado filogenéticamente con los filos

Proteobacterias y Bacteroidetes, ademas de encontrar genes homélogos al operon
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sugerido de manera parcial (exclusivamente luxo) o total (los 5 genes homélogos
al region de sefalizacion) dentro del género Azospirillum como se observé en la
figura 19 de los resultados, en conjunto hkhC y este clUster de genes podrian estar
involucrados en la regulacion de procesos como el crecimiento, la sensibilidad a
estrés osmotico, movilidad y formacion de biopelicula, funciones importantes para
una colonizacion y supervivencia exitosa, que le permitan a A. baldaniorum Sp245
competir y percibir sefiales ambientales en su complejo entorno. No obstante, ain
es indispensable mas investigaciones experimentales que confirmen los postulados
de este trabajo para poder comprender y elucidar el importante papel de hkhC y su

posible participacién en este sistema de multiples componentes putativo.
12.- CONCLUSIONES

» Laregién de sefalizacion completa se encuentra exclusivamente relacionado
con 4 cepas de las especies A. brasilense y A. baldaniorum.
» Se sugiere que HkhC es una proteina funcional como cinasa histidinica y con

capacidad de fosforelevo.

13.- PERSPECTIVAS

e Realizacion de curvas de crecimiento a las mutantes A. baldaniorum Sp245
AhkhC::kanR y A. baldaniorum Sp245 AhkhB, AhkhC::kanR.

e Realizacién de ensayos de movilidad por el método de agar suave a las
mutantes A. baldaniorum Sp245 AhkhC::kanR y A. baldaniorum Sp245
AhkhB, AhkhC::kanR.

e Realizacién de ensayos de formacion de biopelicula por el método cristal
violeta a las mutantes A. baldaniorum Sp245 AhkhC::kanR y A. baldaniorum
Sp245 AhkhB, AhkhC::kanR.
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Realizacion de ensayos de estrés osmaotico con cloruro de sodio a las
mutantes A. baldaniorum Sp245 AhkhC:kanR y A. baldaniorum Sp245
AhkhB, AhkhC::kanR.

Complementacion génica de las mutantes A. baldaniorum Sp245
AhkhC::kanR y A. baldaniorum Sp245 AhkhB, AhkhC::kanR con el gen hkhC.

Realizacion de analisis de acoplamiento molecular a HkhB.

Realizacion de ensayos de fosforilacion de los motivos fosforilables
conservados de los dominios DHp, REC1, REC2 y HPT de HkhC.

Estudios de colonizacion de plantas de las mutantes A. baldaniorum Sp245
AhkhC::kanR y A. baldaniorum Sp245 AhkhB, AhkhC::kanR

Determinaciéon del gen hkhC como parte una misma unidad transcripcional

con otros genes.

14.- ANEXOS

Primer 1: | Kpn 1Frag, A reverse 1 +| (Lbinding site) / T, =

57°C

5'|tCGETACCTGETATCECTGATGGGAG

3

Ready for PCR
Product: 990 bp

[ 5'Phesphorylated Reverse Complement
Primer 2: | 5naB I Frag, A forward 1 +| (Lbinding site) / T, = 56°C
5' gCCTACGTAAAGGGAGEETETTTGACTS 2’ Product Name:
[Fragmento & Hncléna
[" 5'Phosphorylated
sphory Reverse Complement = —
Primer 1: | Sac I Frag B Forward 1 | (1binding site) / T = 59°C
5 |CGATGAGCTCCCTTTETGACCCTGAACTGE 3" Ready for PCR
Product: 973 bp
I 5*Phosphoryiated Reverse Complement
Primer 2: | Sty 1 Frag B Reverse 1 »| (1binding site) / T,, = 57°C
5 | CotAGGCCTGATACBGTABBCTTTGAGCAC 3+ ProductName:
|Fragmanm B HkhC.dna
[” 5'Phosphorylated
sphory Reverse Complement = o

Anexo 1. Simulacion de amplificacion por PCR con el software SnapGene. Se obtuvo como
resultados dos productos nucleotidicos, uno de 990pb (Fragmento A) y otro de 973pb (fragmento B),
con esto se resalta el correcto sentido de amplificacion del disefio de los oligonucleétidos.

A)




Anexo 2. Representacion grafica y esquemética de amplificacion por PCR y ensayos de
restriccion del fragmento A en el vector de mantenimiento pGEM-HKHCA tras ser
transformado en E. coli. A) Electroforetograma de la confirmacion de la construccién del plasmido
pBSK-HKHCB mediante PCR con un producto de amplificaciéon de 991pb. Carriles: 1) MPM, 2)
fragmento B, 3) Control negativo. B) Electroforetograma de la confirmacién de la construccién del
plasmido pGEM-HKHCA mediante ensayo de restriccion de doble digestion con las enzimas Snabl
y Kpnl. Carriles: 1) MPM, 2) vector (pGEM) + inserto (fragmento A).




Anexo 3. Representacion grafica y esquemaéatica de amplificacion por PCR y ensayos de
restriccion del fragmento B en el vector de mantenimiento pBSK-HKHCB tras ser
transformado en E. coli. A) Electroforetograma de la confirmacion de la construccion del plasmido
pBSK-HKHCB mediante PCR con un producto de amplificacion de 973pb. Carriles: 1) MPM, 2)
fragmento B. B) Electroforetograma de la confirmacion de la construccion del plasmido pBSK-
HKHCB mediante ensayo de restriccién de doble digestion con las enzimas Sacl y Stul. Carriles: 1)
vector (pBSK) + inserto (fragmento B), 2) MPM.
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