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Resumen 

Para que un organismo sobreviva, debe ser capaz de percibir su entorno por lo cual utiliza 

moléculas señal que detecta de su microambiente, posteriormente para amplificar y 

transmitir las señales a receptores, hacia blancos en la célula, cuyo resultado impacta en 

diversos procesos fisiológicos. La comprensión de cómo las bacterias integran las señales 

de  factores ambientales que regulan el metabolismo de segundos mensajeros como el di-

GMPc, sería la clave para desarrollar estrategias moleculares y eventualmente obtener el 

mayor beneficio de las bacterias. Las concentraciones intracelulares del segundo 

mensajero di-GMPc es regulado por diguanilato ciclasas y fosfodiesterasas para su 

síntesis y degradación respectivamente.  

En el genoma de Azospirillum brasilense Sp245 por medio de un análisis bioinformático 

permitió identificar 32 genes que codificaban presuntivamente diguanilato ciclasas (DGCs) 

(Minjárez-Sáez, 2015). Se procedió a analizar el gen dgcD que codifica presuntivamente 

para la proteína híbrida DgcD que tiene tanto el dominio diguanilato ciclasa y 

fosfodiesterasa. 

Para analizar la función de este gen, se generaron mutantes por inserción con un casete 

de kanamicina en el gen dgcD tanto en las cepas Sp245 y Sp7 (Gamboa- Pérez, 2014) y 

se procedió a realizar un análisis fenotípico comparando las cepas mutantes contra las 

cepas silvestres. Los resultados obtenidos mostraron que la mutante 12-A en el gen 

dgcD::KmR de A. brasilense Sp245 presentó una disminución en la formación de 

biopelícula  de 3.8 veces y en producción de EPS 4.1 veces menor en comparación con la 

cepa silvestre en medio mínimo adicionado con KNO3 como fuente de nitrógeno y la 

movilidad se encontró aumentada, lo que sugiere que bajo las condiciones experimentales 

probadas funcionaría como  diguanilato ciclasa. 

Sin embargo la mutante-78 en el gen dgcD::KmR de A. brasilense Sp7 no está alterada en 

la formación de biopelícula en medio mínimo adicionado  KNO3 o NH4Cl, como fuentes de 

nitrógeno; mientras que presentó disminución de la movilidad, lo que sugiere que 

funcionaría como una fosfodiesterasa, bajo las condiciones experimentales del ensayo. 

Es posible que la diferencia en el tipo de cepa (aislamiento en rizosfera y localización 

endófita), sea responsable del efecto fenotípico obtenido. Estudios posteriores aportaran 

datos al respecto. 
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I. Introducción 

La necesidad de sustituir la agricultura convencional a base de agroquímicos por una 

agricultura sostenible menos agresiva con el medio ambiente, ha llevado a la 

investigación a encontrar opciones biotecnológicas, y económicas de biofertilización que 

generen un impacto mínimo para el ecosistema y para la salud humana, permitiendo 

aumentar la calidad nutricional y rendimientos de los cultivos (Kloepper & Beauchamp, 

1992). Esto es de relevancia en nuestro país, ya que el costo de la tecnología de 

fertilización química es elevado. En los últimos años se ha incrementado la utilización de 

fertilizantes basados en microorganismos promotores del crecimiento que se denominan 

rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) (término aceptado 

internacionalmente), bioestimulantes, biofertilizantes o inoculantes, aisladas de diversos 

ambientes. Aunque son muchos los microorganismos identificados que se utilizan en este 

tipo de fertilizantes, los más comunes pertenecen a los géneros Rhizobium, 

Pseudomonas y Azospirillum (Bashan et al. 2004). 

Durante los últimos años varios inoculantes comerciales comúnmente conocidos como 

biofertilizantes se han producido a pequeña escala y han entrado lentamente en el 

mercado internacional, tanto en Europa como en Sud-América (Okon y Labandera-

González, 1994). 

Estas bacterias son una alternativa que contribuye con la habilidad potencial de afectar de 

manera positiva el crecimiento de las plantas (similar a un fertilizante químico), 

especialmente en los sistemas radiculares  de manera directa e indirecta y poseen una 

serie de mecanismos como supresión de enfermedades de las plantas (bioprotectora), la 

mejora de la adquisición de nutrientes (biofertilizantes), o la producción de fitohormonas 

(bioestimulantes) (Mitter et al. 2013). Estos mecanismos se  interconectan lo cual facilita 

el intercambio de nutrientes entre ellas, así  tiene un papel significativo en la 

sustentabilidad de los agroecosistemas, tanto en condiciones de invernadero como de 

campo, bajo varias condiciones climáticas y de suelo (Bashan et al. 2004) contribuyendo a 

la implantación, desarrollo y producción de cultivos tales como arroz, trigo y maíz. 

II. Antecedentes 

II.1 Rizosfera 

El suelo está fuertemente influenciado por las raíces de las plantas, este sistema radical 

tiene una gran variedad de microorganismos como los hongos, las bacterias y los 

nematodos interactuando con ellos de manera positiva o negativa.  



 
2 

La mayoría de estas interacciones se realizan en una zona conocida como rizosfera, que 

con apenas 1 mm de grosor es rica en nutrientes, rodea la arquitectura viva del sistema 

radical de una planta y  es debido a la acumulación de una variedad de compuestos 

orgánicos liberados por la raíz a través de la exudación, la secreción, y la deposición 

(Cardon & Whitbeck, 2007) (Philippot et al. 2013) (Fig. 1). Estas asociaciones se inician 

en respuesta al intercambio de señales desencadenadas por la interacción planta-bacteria 

(Van Bleu & Vanderleyden, 2003). A las bacterias que encontramos en esta zona de 

interacción y que influyen positivamente en el crecimiento de las plantas se les denomina 

Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPR, por sus siglas en ingles), las 

PGPR’s más conocidas pertenecen a géneros bacterianos que incluyen a Rhizobium, 

Bacillus, Pseudomonas, Klebsiella, Burkholderia, Serratia, Azotobacter y Azospirillum 

(Davison, 1988). 

 Desde su re-descubrimiento por Döbereiner y colaboradores (Döbereiner et al.1976), las 

especies de Azospirillum son las PGPR’s más estudiadas. Además de su aplicación 

directamente en agricultura, Azospirillum se ha convertido en un excelente modelo para 

los estudios genéticos de bacterias asociadas a plantas en general. 

Adicionalmente, se están introduciéndose lentamente aplicaciones diferentes a la 

agricultura, como la producción de poli-beta hidroxibutirato para usos médicos, en 

degradación de contaminantes, producción de vitaminas y el tratamiento de aguas 

residuales, (Bashan & Holguin, 2002; Bashan et al. 2004). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. La rizosfera es una zona estrecha de suelo (unos pocos milímetros de espesor) que rodea y está 
influenciada por las raíces de las plantas y es rica en nutrientes. Esta rizosfera contiene diversos 
microorganismos conocidos como PGPR que interactúa con ellos de una manera mutualista (Fuente: Philippot 
et al. 2013). 
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II.2 Género Azospirillum 
 

El nombre Azospirillum proviene del francés Azote, que significa nitrógeno y del grupo 

Spirillum, pequeña espiral. Su descubrimiento data del año 1925, cuando Beijerinck 

(Beijerinck, 1925) describió una nueva especie de bacteria, aislada a partir de suelos 

arenosos pobres en nitrógeno en Holanda, a la que primeramente nombró Azotobacter 

spirillum y que posteriormente denominó Spirillum lipoferum. Döbereiner y colaboradores 

fueron los primeros en reportar su amplia distribución en la rizosfera de diversos pastos 

tropicales. (Krieg & Döbereiner, 1986). Desde entonces, se han aislado cepas de 

Azospirillum a partir de la filosfera (superficie de la planta que se encuentra expuesta al 

aire) (Singh, 1992), de raíces de numerosos pastos (silvestres y cultivados), cereales y de 

plantas de diversas familias, así como de suelos tropicales, subtropicales, templados y 

árticos (Bilal et al.1990). 

Tarrand y cols. (1978), propusieron agrupar estos organismos en un nuevo género al que 

se denominó Azospirillum con base en diferencias morfológicas y fisiológicas entre varias 

cepas y en experimentos sobre homología del ADN distinguiendo dos especies: 

Azospirillum brasilense y A. lipoferum. Sin embargo, la mayoría de cepas aisladas en los 

últimos años pertenecen a las especies A. brasilense o A. lipoferum. 

 Actualmente 19 especies de Azospirillum se han descrito (en orden de descubrimiento): 

A. lipoferum (Tarrand et al. 1978), A. brasilense (Tarrand et al. 1978), A. amazonense 

(Magalhães et al. 1983), A. halopraeferens (Reinhold et al. 1987), A. irakense 

(Khammas et al. 1989), A. largimobile  (Ben Dekhil et al. 1997), A. doebereinerae 

(Eckert et al. 2001), A. oryzae (Xie & Yokota, 2005), A. melinis (Peng et al. 2006), A. 

canadense (Mehnaz et al. 2007a), A. zeae (Mehnaz et al. 2007b), A. 

rugosum  (Young et al. 2008), A. palatum (Zhou et al. 2009), A. picis (Lin et al. 2009), A. 

thiophilum (Lavrinenko et al. 2010), A. formosense (Lin et al. 2012), A. fermentarium 

(Lin et al. 2013), A. humicireducens (Zhou et al. 2013) y A. himalayense (Cerqueira et 

al. 2015). 

 

II.3 Azospirillum como PGPR  

El género Azospirillum pertenece al dominio bacteria, filo proteobacteria, clase α- 

protobacteria, orden Rhodospirillales, familia Rhodospirillaceae son bacterias Gram 

negativas heterotróficas, microaerofilicas, son muy móviles, de vida libre aislada de la 

rizosfera y del espacio intracelular de la raíz de varias plantas (endofíticas) (Fig. 2). La 

morfología de las células depende de las condiciones nutricionales y edad del cultivo, 
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crece a un pH entre 6.5 y 7 a 30°C. Se observa una forma de ese y vibroide de 0.8 a 1 x 2 

a 5 micrómetros de tamaño; en medio rojo Congo se observan unas colonias redondas y 

rojo escarlata, se asocia además la aparición de formas quísticas o en C, como vía de 

resistencia a las condiciones de estrés y del mismo modo como mecanismo de 

supervivencia en la rizosfera (Okon & Vanderleyden, 1997). Todas las especies de 

Azospirillum tienen un alto contenido G + C, alcanzando valores de 64 a 71% (Khammas 

et al.1989). El genoma de Azospirillum es de 1.8 veces mayor que el de E. coli (4.6 mpb) 

y estudios sugieren la presencia de varios megareplicones en 10 cepas de 5 especies de 

Azospirillum con tamaños moleculares que oscilan desde 0,2 hasta 2,7 Mbp, indicando 

que contiene múltiples cromosomas (Wood et al. 1982). Por otro lado A. brasilense Sp245 

además mostró 5 megareplicones, sin embargo, el perfil de DNA fue claramente diferente: 

las dos bandas más grandes aparentemente migran con aquellas de A. brasilense Sp7, 

mientras que esta cepa tiene tres bandas en la región de 0,6 Mbp y dos bandas por 

encima de 1,7 Mbp. 

Es considerada una PGPR, por el beneficio obtenido de la inoculación de la bacteria en 

una amplia variedad de plantas, ya que colonizan las raíces de muchos cultivos 

económicamente importantes, como trigo, arroz y maíz. La respuesta quimiotáctica a 

diferentes compuestos presentes en la rizosfera, se asocia a la existencia de vías 

metabólicas alternativas, que convierten a Azospirillum en un organismo nutricionalmente 

versátil. Un análisis de estas propiedades fisiológicas y bioquímicas demuestra que este 

género posee características y mecanismos que promueven el crecimiento vegetal, que lo 

convierten en un organismo capaz de competir en la rizosfera de varias especies de 

plantas, y que le proporcionan mayores posibilidades de subsistencia que a otros 

diazótrofos en el nicho ecológico. Se han propuesto algunos mecanismos de acción: 

 

 

 

 

 

 

 

 

         

               Fig. 2. A. brasilense Sp7. Flagelo polar y laterales (Fuente: Krieg & Döbereiner, 1986). 
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II.4 Fijación de nitrógeno 

 
Todas las cepas silvestres de Azospirillum fijan nitrógeno atmosférico, ya sea como 

bacterias de vida libre o en asociación con las plantas, y participan en varias 

transformaciones relacionadas con el ciclo del nitrógeno ya que se sugiere que el principal 

elemento asimilado es en forma de gas nitrato o amonio para que las plantas puedan  

directamente asimilarlo (Tarrand et al.1978).  

Después de la inoculación de las plantas con Azospirillum hay un incremento total del 

nitrógeno en brotes y en los granos, de aquí que la fijación de nitrógeno fuera el primer 

mecanismo principal sugerido para explicar el incremento del crecimiento vegetal por la 

presencia de Azospirillum. 

Las bacterias diazotróficas aportan concentraciones de nitrógeno a las plantas en 

ambientes pobres en nitrógeno fundamentando el hecho de que la actividad de la 

nitrogenasa en las raíces se incrementa significativamente (Holguin, 1999). Azospirillum 

puede producir grandes cantidades de nitritos, debido a su alta capacidad de reducción 

desasimilatoria de los nitratos, los cuales al alcanzar concentraciones de 0.1-2.0 mM 

producen un efecto similar al del ácido indol-3- acético (AIA), estimulando el crecimiento 

de las raíces de varias plantas. Estudios sobre la inoculación de trigo y maíz han indicado 

que de 5 a 10% y hasta 18% del nitrógeno total de la planta, se deriva de la fijación de 

nitrógeno. Sin embargo, este dato es controversial ya que estudios han mostrado baja y a 

veces insignificante concentración de nitrógeno que Azospirillum aporta a las plantas y 

que la bacteria fija nitrógeno principalmente para satisfacer sus propias necesidades 

(Kucey, 1988). 

Los genes involucrados en la fijación de nitrógeno (genes nif, identificados en A. 

brasilense), están localizados en por lo menos cuatro regiones del genoma las cuales 

abarcan un mínimo de 65 kb de ADN (Singh et al.1989). 

Tanto la actividad como la síntesis de la nitrogenasa son procesos metabólicos que 

requieren una considerable cantidad de energía y metabolitos, por lo que la actividad de la 

nitrogenasa está estrictamente regulada por la concentración intracelular de amonio u 

otras formas de nitrógeno, además también está regulada por el sistema DraT/DraG. Sin 

embargo la nitrogenasa se inactiva irreversiblemente a concentraciones altas de oxígeno, 

por lo cual  Azospirillum  fija nitrógeno en condiciones microaerofílicas  de 0.2 kPa de 

oxigeno aproximadamente, aunque esta concentración varía entre cepas y especies 

(Hartmann & Baldani, 2006). 
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Por otro lado, se ha reportado la producción del óxido nítrico (NO) por A. brasilense 

Sp245 (Creus et al. 2005). La evidencia actual indica que existe una importante conexión 

entre el NO y las hormonas vegetales clásicas, particularmente las auxinas, durante el 

desarrollo del sistema radical. Recientemente se demostró la participación del NO en la 

formación de raíces laterales en plántulas de tomate inoculadas con A. brasilense Sp245, 

utilizando un secuestrador específico de NO, cuya aplicación resulto en la inhibición de la 

formación de raíces laterales (Creus et al. 2005; Molina-Favero et al. 2007). Estos 

resultados muestran que el NO es un componente clave en la promoción del crecimiento 

inducido por Azospirillum. 

  

II.5 Azospirillum secreta diversas hormonas que estimulan el crecimiento de las 

plantas 

Especies de Azospirillum son capaces de producir y secretar hormonas vegetales que 

actúan como señales y efectores que en una concentración baja estimulan el crecimiento 

de las plantas (Duca et al. 2014). Una de las principales es el ácido indol-3-acético (AIA) 

que controla procesos como alargamiento, división celular y diferenciación de tejidos, 

modificando así diferentes órganos de las plantas, como el sistema radical. Los análisis 

bioquímicos y genéticos en A. brasilense revelaron que existen cuatro vías para la 

biosíntesis del AIA durante todas las etapas de crecimiento: tres vías dependiente de 

triptófano, la vía indol-3-piruvato (IPA), indol-3-acetamida (IAM) y vías triptamina (TAM) y 

una vía independiente de triptófano (Glick, 2014). 

La vía de IPA es de gran importancia en Azospirillum y proporciona 90% del IAA 

sintetizado, se ha descrito en numerosas bacterias tales como la fitopatógena P. 

agglomerans, las benéficas Bradyrhizobium, Azospirillum, Rhizobium y Enterobacter 

cloacae, y cianobacterias. La enzima clave de esta vía es la indol- 3-piruvato 

descarboxilasa (codificada por el gen ipdC) (Spaepen et al. 2007; Glick, 2014). 

Varias cepas de bacterias diazotróficas asociativas utilizaron de un 0.28 a 1.0% del 

triptófano disponible para la producción de AIA. La producción de AIA se incrementó con 

la presencia de amonio en el medio de cultivo, así como en el inicio de la fase exponencial 

de las células, por lo que se le considera un metabolito secundario. 

Otras hormonas detectadas en concentraciones más bajas, pero biológicamente 

significativas, son el ácido indoláctico (ALA), ácido indol-3-butírico (IBA), indol-3-etanol, 

indol-3-metanol y compuestos derivados de indol no identificados. También produce 

varias giberelinas (GAs), ácido absícico (ABA), citocininas o citoquininas (CK) y etileno 
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solo bajo diferentes fuentes de carbono y en presencia de metionina en el medio 

(Strzelczyk et al. 1994). Otras fitohormonas han sido identificados, tales como el 

jasmonato, brasinoesteroides y estrigolactona (Shan et al. 2012). 

Yahalom et al. (1991) encontraron que el efecto de la hormona AIA sobre las raíces 

dependió de su concentración; concentraciones de 10-8 M estimularon la elongación 

radicular, mientras que concentraciones mayores que 10-6 M la inhibieron y redujeron la 

longitud de la zona de elongación. Las hormonas vegetales pueden promover la 

capacidad de Azospirillum para fijar nitrógeno así como su crecimiento. 

Además, bajo las fluctuaciones ambientales y las limitaciones de nutrientes, 

especialmente nitrógeno, carbono y fósforo, los niveles de AIA se incrementan. En las 

plantas, citocininas regulan la división celular, y se han asociado con brote y morfogénesis 

de raíz (Spaepen et al. 2009). La zeatina, el principal tipo CK, se ha reportado en A. 

brasilense y A. lipoferum (Molina- Favero et al. 2007; Esquivel et al. 2010). 

Las GAs y el ácido abscísico (ABA), producidos por cepas de Azospirillum, parecen 

contribuir al alivio de estrés hídrico y en los mecanismos de defensa en las plantas 

(Vacheron et al. 2013; Cohen et al. 2015). ABA es una fitohormona inducida en respuesta 

al estrés ambiental, tal como sequía, pH extremo, metales pesados, luz y estrés salino 

(Bauer et al. 2013). 

En el 2013 se demostró que A. brasilense Sp245 produce ABA  y que esta producción se 

incrementa cuando el NaCl (100 mM) es incorporado al medio de cultivo, además de que 

la inoculación de Arabidopsis thaliana con A. brasilense Sp245 incrementa dos veces la 

concentración de ABA en la planta (Cohen et al. 2008). Estos resultados refuerzan la idea 

que este género sintetiza ABA y explica los efectos benéficos de Azospirillum en plantas 

bajo condiciones de estrés. 

Se conoce que Azospirillum sp produce poliaminas y aminoácidos en medios de cultivo 

(Bashán y De-Bashán 2010). Espermina, espermidina, putrescina y cadaverina son 

polímeros orgánicos genéricamente llamado poliaminas y están relacionados con el 

crecimiento de raíces y mitigación de estrés en plantas (Gupta et al. 2013). Tolerancia de 

las plantas al estrés ambiental uno de ellos el NaCl mediada por Azospirillum puede 

implicar ABA o solutos compatibles como prolina, poliaminas y trehalosa (Cohen et al. 

2015). 

Azospirillum sp induce la biosíntesis de ácido fenilacético y bacteriocinas que son 

metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana (Walker et al. 2011; Vacheron et al. 

2013). Además también tiene un sistema muy eficiente de adquisición de hierro a través 
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de sideróforos, que le permite secuestrarlo en la rizosfera, haciéndolo no accesible por 

otros microorganismos. Además de que la bacteria tiene la capacidad de solubilizar 

fosfatos (Spaepen et al. 2009). 

 

II.6 Absorción de minerales, actividad de membrana y relación planta-agua por 

Azospirillum 

 
Además de afectar positiva o negativamente muchos parámetros en raíces, la inoculación 

de plantas con Azospirillum también puede afectar diversas medidas relacionados con el 

follaje (Kucey, 1988). 

Se ha propuesto que la permeabilidad de iones como: NO3-, NH4+, HPO4
2-, K+, Rb+, y Fe2+ 

inducida por Azospirillum, es el factor responsable en incrementar la materia seca foliar y 

la acumulación de nutrientes minerales en tallos y hojas que se correlaciona con un mejor 

rendimiento de las partes aéreas de la planta. (Jain & Patriquin, 1984). Durante el periodo 

de reproducción vegetal, estos minerales pueden transferirse a las panículas y espigas, lo 

que resulta en un mayor rendimiento (se desconoce el mecanismo de este proceso); esto 

explicaría también la acumulación de compuestos de nitrógeno en la planta (Bashan et al. 

1992). 

Los cambios en la actividad del flujo de protones en raíces de trigo inoculadas con 

Azospirillum, cambios en el potencial de membrana de células radiculares, en la 

elasticidad de la pared celular y en la concentración relativa de fosfolípidos en la 

membrana celular del frijol y orimón, apoyan la hipótesis que propone que la absorción de 

nutrimentos es más eficiente en raíces inoculadas (Bashan et al. 1992). 

Además de promover la absorción de minerales, la inoculación con Azospirillum mejora 

factores relacionados con el incremento del consumo de agua y la conductividad hídrica 

en plantas de sorgo sometidas a un  periodo de estrés acuoso, dando como resultado 

mayor concentración de agua en el follaje, mayor potencial hídrico en hojas, y menor 

temperatura de follaje que en plantas no inoculadas. Es probable que el estimular la 

absorción de agua y minerales juegue un papel vital en la asociación Azospirillum-planta. 

(Fig. 3). 

 

II.7 Inducción de resistencia en plantas a patógenos 

Otro de los mecanismos para favorecer el crecimiento vegetal, es la inducción de 

resistencia sistémica en plantas en contra de patógenos. Este mecanismo se ha 

observado en plantas de tomate inoculadas con A. brasilense en contra de la bacteria 
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patógena Pseudomonas syringea pv. tomato (Bashan y de-Bashan, 2002). Plantas de 

Oryza sativa cv. Nipponbare inoculadas con Azospirillum B510 presentan un incremento 

en la resistencia en contra del hongo Magnaporthe oryzae y de la bacteria Xanthomonas 

oryzae, a través de la activación de un mecanismo de defensa independiente de la 

señalización por ácido salicílico (Yashuda et al. 2009). Esto sugiere que la interacción 

biológica entre células de la planta y células bacterianas activan el sistema de inmunidad 

innata de las plantas hospedantes. 

La producción de sideróforos por Azospirillum también es un mecanismo de biocontrol. 

Bajo condiciones limitadas de hierro, A. brasilense tiene la capacidad de producir 

sideróforos tipo catecol, los cuales tienen actividad antifúngica in vitro en contra de 

Colletotrichum acutatum M11, previniendo las antracnosis provocada por este hongo 

(Tortora et al. 2011). 

Aunque Azospirillum no es bien conocido como un agente de biocontrol típico, se han 

descrito algunos posibles mecanismos empleados por el género para reducir el daño por 

patógenos, como la competencia a medioambientes, el desplazamiento de patógenos, y 

la posible inhibición del crecimiento de hongos vía producción de sustancias toxicas 

(Bashan y de-Bashan, 2010). El ácido fenilacético es una molécula con actividad 

antibacteriana y antifúngica aislada de un cultivo de A. brasilense, Fig. 3 (Somers et al. 

2005; Rajkumar et al. 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. Múltiples mecanismos  que poseen las PGPR que promueven el crecimiento de las plantas a nivel de la 
rizosfera. Estos mecanismos incluyen liberación de compuestos antimicrobianos, substancias y aumento del 
consumo de agua, así como también las raíces secretan diversos nutrientes, habiendo una relación benéfica 
bacteria- planta. (Fuente: Rajkumar et al. 2010). 
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II.8 Colonización de diversos cultivos con Azospirillum 

La inoculación de plantas con Azospirillum, puede dar como resultado un cambio 

significativo en varios parámetros de crecimiento, los cuales pueden afectar o no el 

rendimiento de la cosecha.  

Al evaluar datos acumulados, a nivel mundial, durante los últimos veinte años sobre 

experimentos de inoculación con Azospirillum, en muchos cultivos de importancia 

agronómica (Okon y Labandera-González, 1994) concluyeron que se obtuvieron efectos 

positivos  en el rendimiento total de la cosecha de 50 a 270% en relación con los controles 

con plantas no inoculadas. Además, incrementan el rendimiento entre un 5 y 30% en 

maíz, trigo, sorgo, arroz y leguminosas y hasta el 75% de incremento con cereales de 

verano (Dobbelaere et al. 2001). En otros estudios la inoculación de trigo incrementó 

significativamente el rendimiento de la cosecha, desde 23% hasta 63% (Caballero et al. 

1992). En 70-75% en macetas con algodón y en varios vegetales se obtuvo un incremento 

significativo en el rendimiento desde 23% hasta 72% (Bashan y Levanon, 1989). También 

se ha reportado un efecto a simple vista sobre el crecimiento de tomate (Lycopersicon 

esculentum Mill.), berenjena (Solanum melongena L.), pimiento (Capsicum annuum) y 

algodón (Gossypium barbadense) (Kapulnik et al. 1983). 

Un incremento hasta de 20% en el rendimiento se considera comercialmente valioso para 

la agricultura moderna, siempre y cuando estos resultados sean consistentes. Por lo 

tanto, existen algunas preparaciones comerciales de Azospirillum disponibles en el 

mercado (Fages, 1992).  

Estos cambios se encuentran directamente relacionados con la concentración del inóculo; 

cuando éste es superior a los niveles óptimos tiene efectos inhibitorios, mientras que 

dosis bajas no causan efecto. El nivel de inoculación óptimo en semillas y plántulas para 

muchos cereales, y en vegetales y plantas de cultivo comerciales, se ha observado que 

es de alrededor de 105-106 unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) 

(Bashan, 1986; Bashan y Levanony, 1989), mientras que para el maíz es de 107 UFC/mL. 

Una concentración de inóculo de 108-1010 UFC/mL generalmente inhibe el desarrollo 

radicular sin afectar el desarrollo de raíces laterales y pelos radicales (Bashan, 1986; 

Spaepen et al. 2008) (Fig. 4). Vandenhove et al. (1993) encontraron que si el inóculo de 

A. brasilense se toma de la fase exponencial del cultivo, las bacterias sobreviven mejor en 

suelo que si se toma el inóculo de la fase estacionaria. 
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Figura 4. Efecto de A. brasilense sobre el desarrollo de la raíz. C, control; UFC; unidades formadoras de 

colonias. (Fuente: Spaepen et al. 2008). 

 

II.9 Efectos de la colonización radicular  

Los efectos positivos de la inoculación se reflejan en diversos parámetros morfológicos de 

la raíz incremento en la longitud, diámetro (particularmente en la zona de elongación) en 

el número y longitud de las raíces laterales y adventicias lo cual incrementa el volumen 

radicular, incremento en el peso seco de la raíz, en la velocidad de respiración de la raíz 

(Umali-Garcia et al. 1980), en el número, densidad y aparición temprana de pelos 

radiculares, en el área de superficie radicular (Bashan, 1986), promoción de la división 

celular en el meristemo radicular, cambios en los arreglos celulares de la corteza, 

estimulación de la exudación radicular y cambios en la morfología externa de las raíces 

(Bashan y Levanony, 1989; Vacheron et al. 2013) (Fig. 5). 

 

La secuenciación reciente del genoma de Azospirillum demuestra que este género 

codifica un número sustancial de glicosil hidrolasas, enzimas que son esenciales para  

romper la pared celular de la planta. El número de celulasas y hemicelulasas de este 

género es comparable al encontrado en bacterias que tienen la capacidad de degradar la 

pared celular, y muchas de estas se cree que fueron adquiridas horizontalmente 

(Wisniewski- Dyé et al. 2011), sugiriendo que Azospirillum puede colonizar el interior de la 

raíz a través de la degradación de componentes de la pared celular de la raíz. 

Azospirillum  además de colonizar la parte interna, también puede colonizar la parte 

externa de la raíz, en ésta última, las bacterias tienden a formar pequeños agregados, 

aunque es posible encontrar también células aisladas distribuidas a lo largo de la 
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superficie radicular. Por otro lado, las bacterias colonizadoras de la parte externa de la 

raíz se encuentran embebidas en la capa mucilaginosa que cubre la superficie radicular 

(Bashan, 1986). Tanto raíces vivas como muertas pueden ser colonizadas (Bashan y 

Levanony, 1988; Bashan, 1986). En el proceso de colonización interna, las células de 

Azospirillum pueden invadir las raíces penetrando a través de los espacios intercelulares 

de la corteza (Patriquin & Döbereiner, 1978). A. brasilense Sp245 se encontró 

repetidamente en altas densidades en el interior de células de pelos radiculares en 

plantas de trigo (Assmus et al.1995). Mientras que Sp7 se ha localizado en las raíces 

superficiales y coloniza principalmente los pelos de la raíz y puntas de las raíces (Van de 

Broek et al.1993). 

En cereales, la colonización ocurre principalmente en la superficie radicular y muy pocas 

bacterias se adhieren a los pelos radiculares (Bashan y Levanony, 1988), mientras que en 

arroz se observa con frecuencia colonización masiva en estas estructuras. Se ha 

demostrado que Azospirillum no sobrevive bien en suelos sin plantas (Bashan y Holguin 

1995). 

Se han identificado dos fases en el mecanismo de adhesión de Azospirillum a raíces de 

trigo. La primera fase del proceso consiste en una adhesión rápida y débil, dependiente 

de proteínas superficiales bacterianas. El segundo paso (llamado anclaje) bajo 

condiciones in vitro es independiente del primero y consiste en un anclaje firme 

caracterizado por la producción de fibrillas largas formando una red que conecta las 

células de Azospirillum entre sí y a la superficie radicular de las plantas (Bashan y 

Holguin, 1993) e involucra la participación de un polisacárido extracelular (Michiels et 

al.1991). 

Se ha sugerido que el mecanismo de adhesión bacteria-planta está mediado por lectinas 

expuestas en la superficie celular de la bacteria  o contenidas en el material fibrilar 

(Bashan y Levanony, 1988). Es probable que la lectina de A. brasilense se involucra en la 

recepción de la aglutinina de germen de trigo (una de las lectinas de plantas más 

estudiadas). Se encontró que la adición de aglutinina de germen de trigo a A. brasilense 

Sp245 promovió la fijación de nitrógeno, provocó cambios en la proporción relativa de los 

fosfolípidos ácidos de la membrana, la excreción de amonio y la síntesis de AIA. Estos 

resultados sugieren la hipótesis de que la aglutinina de germen de trigo tiene la función de 

molécula de comunicación celular que altera el metabolismo de Azospirillum en beneficio 

de la planta (Alenkina et al. 2014b). 
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En síntesis, el mecanismo de colonización radicular de Azospirillum varía dependiendo de 

la cepa bacteriana, especie vegetal, condiciones ambientales (humedad del suelo, 

temperatura y pH), el nivel de fertilización con nitrógeno, factores químicos, fisiológicos y 

nutricionales y otros todavía no identificados. La interacción entre todas estas variables 

crea diferencias en grados y patrones de colonización radicular, tamaños poblacionales, y 

sitios de colonización. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 5.  PGPR puede modular el desarrollo de raíces y el crecimiento a través de la producción de 
fitohormonas, metabolitos secundarios, y enzimas. Los efectos más comúnmente observados son una 
reducción de la tasa de crecimiento de la raíz primaria, y un aumento en el número y la longitud de las raíces 
laterales y pelos radiculares en general modificando la fisiología de la raíz. (Fuente: Vacheron et al. 2013). 

 

 

II.10 Floculación 

En condiciones de estrés, como radiación ultravioleta, desecación o tensión osmótica y 

escasez de nutrimentos, Azospirillum es capaz de formar quistes, los cuales incrementan 

de manera significativa el índice de supervivencia de las células (Bashan et al.1991). 

Azospirillum acumula grandes cantidades de poli-β-hidroxibutirato (PHB) (hasta 70% de 

su peso seco) el cual puede ser almacenado para una bioconversión posterior o utilizado 

como fuente de energía cuando el organismo se enfrenta a escasez de nutrimentos 

(Bashan et al.1991). 
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Se demostró que las formas enquistadas ricas en PHB sobreviven mejor que células sin 

PHB, siendo los quistes formas celulares fisiológicamente activas en la rizosfera del trigo. 

Estos fenómenos pueden ser resultado de la edad, condiciones del cultivo o estrés por 

falta de agua (Bleakley et al.1988). 

III. La movilidad, la quimiotaxis y su papel crucial en la ecología microbiana 

Los microorganismos han desarrollado una gran cantidad de estrategias para adaptarse a 

los cambios espaciales y temporales en el medio ambiente. Además, muchas bacterias 

son capaces de forma rápida y transitoria de responder a cambios en el medio ambiente. 

En bacterias móviles, estas respuestas adaptativas transitorias incluyen la capacidad de 

navegar hacia las condiciones más favorables (nutrientes) y de alejarse de ambientes 

desfavorables (tóxicos) en su microambiente. Este comportamiento se denomina 

quimiotaxis es el movimiento de células a lo largo de un gradiente de concentración 

química ya sea acercándose o alejándose del estímulo químico. Otros tipos de taxis son: 

aerotaxis cuando responden a gradientes de oxígeno, fototaxis cuando responden a 

gradientes de luz, taxis de pH cuando responden a gradientes de pH, etc. (Wadhams & 

Armitage, 2004). 

Además, debido a su pequeño tamaño, bacterias móviles no detectan gradientes 

espacialmente, en su lugar, utilizan la detección temporal en el que se comparan las 

condiciones actuales con las que se encontraron unos pocos milisegundos antes 

(Alexandre et al. 2015). 

 

Un paso clave para que las PGPB ejerzan efectos de promoción del crecimiento es el 

logro de una efectiva colonización de las raíces. La unión de Azospirillum a las raíces de 

las plantas es esencial para la asociación eficiente con la planta huésped y la evidencia 

experimental en apoyo de esta hipótesis se ha obtenido (Bashan & Holguin 1994; Greer-

Phillips et al. 2004). La planta excreta hacia la rizosfera exudados que atraen a muchos 

microorganismos, como las rizobacterias. La movilidad bacteriana en la rizosfera 

responde a la quimiotaxis, lo que les permite moverse hacia las raíces y obtener 

beneficios de exudados de la raíz (fuente de carbono y nitrógeno) (Vanderbroek et 

al.1995; Okon et al.1980). 

En una primera etapa, las bacterias se adsorben a las raíces como células individuales de 

una manera rápida, débil y reversible. Varias líneas de evidencia sugieren la participación 

del flagelo polar en esta fase de adsorción. 
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La fase de adsorción es seguida por la fase de anclaje en la que se forman los agregados 

bacterianos que están firmemente anclados y de forma irreversible a las raíces logrando 

la formación de biopelículas (Steenhoudt et al. 2000; Guerrero-Molina et al. 2012) (Fig. 6). 

 

Fig. 6.  Etapas de unión de Azospirillum sp a raíces de las plantas (las micrografías electrónicas de barrido 
SEM) son raíces colonizadas por A. brasilense (Fuente: Guerrero-Molina et al. 2012). 

 

La movilidad proporciona una ventaja de supervivencia bajo una amplia variedad de 

ambientes, permitiendo que las bacterias respondan a condiciones benéficas o negativas 

para competir con éxito con otros microorganismos. Se  ha reportado movimiento activo 

de A. brasilense hacia raíces de trigo y exudados de las raíces de diferentes variedades 

de fresa que causaron quimiotaxis positiva ya que coloniza los tejidos internos de las 

raíces y estolones. El uso de diferentes mutantes de la movilidad en A. brasilense en un 

ensayo de colonización, demostró directamente el requisito de movimiento quimiotáctico 

bacteriano para la iniciación de colonización de la raíz (Pedraza et al. 2009). Este efecto 

fue mayor con las cepas endofíticas que con los colonizadores de la superficie externa de 

la raíz. Se observaron resultados similares en el estudio de la respuesta quimiotáctica de 

bacterias endofíticas y de la rizosfera hacia exudados de las raíces del arroz (Bacilio-

Jiménez et al. 2003). 

Las bacterias del género Azospirillum son móviles por medio del flagelo polar en medios 

líquidos (swimming) y sintetiza múltiples flagelos laterales cuando se mueve a través 
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superficies o entornos viscosos que se hace referencia como la movilidad en superficie 

tipo ―swarming‖ (Hall & Krieg, 1983; Pereg et al. 2000). La función principal de los flagelos 

bacterianos implica la locomoción y permite que las bacterias se dirijan hacia un entorno 

más favorable, utilizando la información ambiental para dirigir el movimiento. Se ha 

demostrado que el flagelo polar de A. brasilense gira en ambas direcciones, en sentido y 

en contra de las manecillas del reloj. 

El flagelo polar y laterales no sólo son funcionalmente diferentes, si no que incluyen un 

conjunto distinto de proteínas estructurales (Moens et al. 1996). La proteína estructural del 

flagelo polar, FLA1, parece ser una glicoproteína que actúa como una adhesina a la 

superficie de la raíz de las plantas. Mutantes no flageladas-así como una cepa mutante 

deteriorado en respuesta quimiotáctica demostraron una reducción de la colonización del 

sistema de raíces que sugiere que el movimiento activo de Azospirillum es importante 

para la iniciación de la colonización de la raíz (Vande Broek et al. 1998). 

 

La movilidad y la quimiotaxis han sido mejor descritas en la cepa A. brasilense cepa Sp7, 

es este el modelo para el estudio del comportamiento de taxis en este género bacteriano. 

La cepa Sp7 mostró una fuerte respuesta quimiotáctica a tres ácidos orgánicos: malato, 

succinato, piruvato, y a los aminoácidos glutamato y prolina. 

Un estudio mostro una disminución significativa (cerca del 20%) en la respuesta 

quimiotáctica con varios sustratos metabolizables, en el caso de la cepa mutante 

chsA::KmR (Sp74031) en comparación con el tipo silvestre. El estudio realizado revelo que 

la mutante es una cepa que no está alterada en el crecimiento, pero muestra reducción en 

la movilidad en placas de agar suave. La microscopía electrónica e inmunoquímica 

usando anticuerpos policlonales contra ambos flagelos revelaron que Sp7, Sp7S y 74031 

poseían flagelos tanto polar y laterales lo que sugiere que el defecto de la motilidad no fue 

debido a la falta de flagelos laterales, pero en lugar de ello puede ser debido a una 

diferencia en respuesta quimiotáctica (Carreño-López et al. 2009). 

 

La respuesta de quimiotaxis por lo general hace referencia a un comportamiento 

independiente del metabolismo, mientras que el uso de "taxis de energía" denota el 

comportamiento dependiente del metabolismo que es la mayoría de las taxis en A. 

brasilense. La respuesta de quimiotaxis hacia un determinado producto químico 

generalmente se correlaciona con su concentración.  
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Los atrayentes más fuertes para A. brasilense son también los mejores sustratos de 

crecimiento, y las células en inanición muestran una respuesta de quimiotaxis mejorada, 

mientras que sus análogos no metabolizables no son atrayentes ya que la inhibición del 

metabolismo de un atrayente químico suprime completamente la quimiotaxis a este 

compuesto (Alexandre et al. 2000). Diversos estudios han mostrado que ciertas cepas de 

A. brasilense muestra quimiotaxis positiva y son fuertes atrayentes hacia diversos 

compuestos tales como los ácidos orgánicos que son productos intermediarios del ciclo 

del ácido cítrico, como malato y succinato (Zhulin & Armitage, 1993), incluyen el piruvato, 

citrato, oxalato, fumarato que también son buenos atrayentes para esta especie.  

Entre los azúcares fructosa es uno de los más fuertes atrayentes, pero ribosa, arabinosa, 

galactosa también son buenos atrayentes de A. brasilense. Como en muchas otras 

especies bacterianas, la quimiotaxis a galactosa es inducible y no se detecta a menos que 

las células se cultiven en presencia de galactosa antes de la detección de quimiotaxis 

(Alexandre et al. 2000). Incluye la expresión de un sistema específico de transporte ABC, 

éste utiliza una proteína de unión periplásmica llamado SbpA; una mutante que carece de 

SbpA está alterada específicamente en la quimiotaxis y el metabolismo a este compuesto 

(Van Bastelaere et al. 1999). 

Es digno de mención para indicar que A. brasilense no puede mostrar la quimiotaxis hacia  

glucosa. Esta observación tiene sentido si se considera que la glucosa no es una fuente 

de carbono utilizada por A. brasilense ya que no la puede metabolizar.   

Los aminoácidos como glutamato, aspartato, alanina, glutamina, asparagina son 

atrayentes débiles de A. brasilense. La atracción débil de estos aminoácidos para 

provocar una respuesta de quimiotaxis puede resultar del metabolismo diazotrófico de 

Azospirillum spp. Por lo tanto existe una dependencia limitada de aminoácidos como 

fuente de carbono para el crecimiento de A. brasilense (Barak et al. 1983). La glicina, 

histidina, isoleucina, treonina, valina, arginina, lisina, y metionina no son buenos 

quimioefectores de A. brasilense (Okon et al. 1980; Alexandre et al. 2000). 

 

III.1 Taxis a receptores de electrones alternativos 

En ausencia de oxígeno, Azospirillum spp es capaz de utilizar aceptores terminales de 

electrones alternativos para la respiración que incluyen al: nitrato, nitrito, y DMSO. Por lo 

tanto, no es sorprendente que la quimiotaxis en los gradientes de aceptores de electrones 
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alternativos también se hayan descrito en A. brasilense (Alexandre et al. 2000). La 

respuesta a taxis no se observa si no se proporcionan un donador de electrones a las 

células en forma de un sustrato de carbono para el crecimiento. 

III.2 Redox Taxis 

Las células móviles de A. brasilense demuestran una respuesta repelente a quinonas 

oxidadas: la respuesta repelente aumenta con la disminución de potencial redox de la 

quinona analizada (Alexandre et al. 2000). 

En A. brasilense se requiere un sistema de transporte de electrones funcional, esta  

respuesta se incrementa cuando están las células privadas de nutrientes (Alexandre et al. 

2000). Donadores y aceptores de electrones son excelentes atrayentes de A. brasilense, 

mientras que los productos químicos como quinonas o mixotiazol que bloquean el 

transporte de electrones en la cadena transportadora de electrones, desencadenan una 

respuesta fuerte de repelente. 

III.3 Taxis de energía como el modo dominante de detección del medio ambiente 

La mayoría de respuestas a taxis de células móviles de A. brasilense parecen originarse 

por taxis energética que se refiere a la capacidad de células móviles para navegar en 

gradientes de parámetros físico químicos que afectan a los procesos celulares de 

generación de energía, es decir la cadena de transporte de electrones (Alexandre, 2010). 

Los ligandos químicos son detectados por los quimiorreceptores de la superficie celular 

llamadas proteínas MCP (Acrónimo del inglés Methyl acepting protein). Tras la unión del 

ligando quimiotáctico, MCP generan señales quimiotácticas que son comunicadas al 

motor flagelar a través de una serie de proteínas de quimiotaxis (Che) (Pedraza et al. 

(2007). 

Varios de los genes que codifican a las proteínas Che de la vía de transducción central en 

quimiotaxis en otras especies bacterianas (CheA, W, Y, B y R) se requieren para dirigir la 

movilidad en A. brasilense (Hauwaerts et al. 2002; Bible et al. 2008.).Ya que se ha 

reportado que se ha reducido parcialmente la respuesta quimiotáctica de mutantes CheB, 

CheR, CheBR, y CheA, lo que sugiere múltiples sistemas de quimiotaxis en Azospirillum, 

además se demuestra afectada la colonización de la raíz del trigo, es interesante 

mencionar que las mutantes son todavía capaces de colonizar las raíces, esto puede ser 

porque la quimiotaxis afecta competitividad en las bacterias y no por su capacidad 
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intrínseca para formar una asociación con las raíces de las plantas (Stephens et al. 2006; 

Bible et al. 2008).  

En A. brasilense, la MCP Tlp1 que en su estructura presenta los dominios funcionales 

característicos de los quimiorreceptores, además juega un papel clave en la taxis 

energética y colonización de raíz del trigo. Esto indica que la proteína Tlp1 guía a  la 

bacteria por lo que le permite localizar y navegar hacia un óptimo hábitat para el 

crecimiento. Además Tlp1 contiene un dominio Pilz C-terminal que se une a di-GMPc con 

afinidad micromolar (Greer-Phillips et al. 2004; Russell et al. 2013).  

 

III.4 Tipos de Movilidad 

Se ha estudiado la movilidad superficial en más de 40 especies bacterianas 

perteneciendo a 18 géneros diferentes y se consiguió identificar varios tipos de 

movimiento: movimiento natatorio (swimming), movimiento en superficie (swarming), 

movimiento de deslizamiento (gliding), movimiento contráctil (twitching), movimiento con 

tensoactivos (sliding). Los movimientos natatorio y de superficie dependen de la presencia 

de flagelos; el movimiento contráctil es individual y requiere la presencia del pilus tipo IV y 

el movimiento tipo de deslizamiento es cooperativo y se produce a lo largo del eje mayor 

del microorganismo sin ayuda de flagelos ni de pilus, (Henrichsen, 1972; Römling et al. 

2013). 

La movilidad en superficie requiere el contacto con una superficie sólida. Pero además 

cabe destacar que todos los desplazamientos microbianos sobre superficies han sido 

estudiados principalmente sobre superficies de agar. 

Ferreira y sus colegas han comenzado a esclarecer los detalles moleculares del control 

basado en di-GMPc y la movilidad en superficie en Vibrio parahaemolyticus. Una 

disminución en los niveles de di-GMPc activa la movilidad y un aumento en los niveles de 

di-GMPc reduce la expresión de genes que codifican laf, (subunidad importante de los 

flagelos laterales involucrada en el movimiento en superficie) (Ferreira et al. 2008). 

Esta regulación se ha establecido en P. aeruginosa, tres proteínas implicadas en la 

biogénesis del pilus elevan los niveles de di-GMPc generado por las proteínas diguanilato 

ciclasa (DGC) SadC, es degradado por la fosfodiesterasa (PDE) Bifa y regulado por 

SadB, por lo tanto se inhiben la movilidad en superficie (Kuchma et al. 2012). 
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III.5 Movimiento en superficie (swarmming) 

Este  ensayo se lleva a cabo en placa de agar blando, en medio semi solidificado (baja 

concentración de agar). Mide la capacidad de células móviles en superficie hacia 

gradientes atrayentes creados a través del metabolismo celular. Se utiliza una sola fuente 

de carbono y nitrógeno que las células usan para el crecimiento.  

Debido a que aerotaxis es una respuesta importante en A. brasilense, que guía a la 

bacteria a una concentración baja de oxígeno necesaria para la generación de energía (3 

a 5 µm) se recomienda que las placas sean amplias y no contengan poco volumen de 

medio (por ejemplo, 25 ml de medio fundido / placa). 

Las células que crecen en el punto de inoculación agotan el entorno local de carbono y 

fuentes de nitrógeno, si estas células son móviles y capaces de navegar por gradientes 

químicos (es decir, capaces de respuestas quimiotaxis), se alejan de esta zona de 

inoculación hacia mayores concentraciones de nutrientes y por lo tanto se extenderán 

hacia el exterior. La presencia de un anillo de quimiotaxis, visto como una zona densa de 

células con la caída de la densidad de células antes y después de esta zona, es indicativo 

de que la quimiotaxis o taxis a aceptores de electrones alternativos, se realiza en 

condiciones microareofilicas (Alexandre et al. 2015). 

III.6 Quimiotaxis en Azospirillum spp.  

Los genomas de especies de Azospirillum secuenciados hasta el momento indican la 

presencia de varias vías de transducción de señales codificadas en operones de 

quimiotaxis y un gran número de receptores (Wisniewski- Dyé et al. 2011). 

Las bacterias del género Azospirillum tienen un repertorio de receptores de quimiotaxis 

muy grande, lo que complica la identificación de sus capacidades sensoriales. De hecho 

la mayoría de los receptores de quimiotaxis aún no se conoce (Krell et al. 2011). 

 

Esta complejidad también sugiere que la transducción de señales de quimiotaxis provee a 

Azospirillum de una ventaja competitiva en el suelo y la rizosfera. Tal repertorio de 

receptores de quimiotaxis probables sugiere que Azospirillum spp podría controlar 

diversas señales ambientales. De las múltiples vías de quimiotaxis codificadas en los 

genomas de Azospirillum spp la mayor parte se predice que controla la movilidad flagelar 

y por lo tanto probablemente la movilidad en superficie y /o natatoria (Soh et al. 2010) 

(Fig. 7). 
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Fig. 7. Las bacterias muestran dos patrones de movimiento diferentes dependiendo de la dirección del motor 
flagelar. En sentido  en contra de las manecillas del reloj (CCW)  dan resultados de rotación en la natación 
suave bacteriana, mientras que la rotación en sentido de las manecillas del reloj (CW) provoca contracción 
bacteriana. Cuando los receptores de superficie se unen a moléculas atrayentes, autofosforilación de cinasa 
CheA (indicada como A) se inhibe y CheY permanece inactivo (no fosforilado). Los flagelos están girando 
CCW, lo que resulta en una formación de un haz flagelar estable y suave en la natación en una dirección de 
aumento de la concentración atrayente (Fuente: Soh et al. 2010). 

 

IV. Formación de Biopelícula  
 

Las bacterias pueden existir en la naturaleza bajo dos formas o estados:  

a) bacterias planctónicas, de libre flotación y suspendidas en el fluido 

b) bacterias sésiles (formadoras de biopelícula), creciendo en colonias de 

microorganismos adheridas a superficies sólidas. 

Se ha reportado que el 99% de todas las células bacterianas existen en calidad de 

biopelícula, y tan sólo 1% vive en estado planctónico (Ramadan et al. 2005). 

La importancia de las biopelículas se comenzó a estudiar desde mediados de la década 

de 1970, cuando se comentaba sobre la naturaleza de las formas en que se encontraban 

los microorganismos en su hábitat (Betancourth et al. 2004). Hasta el año 1987, se 

consideraba que las biopelículas eran simples cúmulos de material polimérico dentro del 

cual se encontraban embebidas aleatoriamente las células microbianas sin ningún tipo de 

organización. Definiéndose a los biofilms o biopelículas como una comunidad de bacterias 

adheridas a una superficie sólida e inmersa en un medio líquido (Costerton et al.1987). 

Estudios posteriores, con técnicas más avanzadas permitieron a Donlan en 2002 efectuar 

una descripción ampliamente aceptada de biopelícula, estableciendo que es ―una 
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comunidad microbiana sésil, caracterizada por células que están adheridas 

irreversiblemente a un sustrato o interface, o unas con otras, mantenidas en una matriz de 

sustancias poliméricas extracelulares producidas por los microorganismos, y que 

presentan un fenotipo alterado en relación con la tasa de crecimiento y trascripción 

génica‖. (Donlan, 2002; Arruebarrena et al. 2012). Pueden estar formados por una o más 

especies de diferentes géneros y presentan similitudes en relación a las características 

estructurales y al comportamiento (O'Toole et al. 2000).  

Estas comunidades microbianas de estructura tridimensional aunque su composición es 

variable, la matriz está formada por exopolisacáridos (EPS), compuesta por un 

revestimiento de bacterias, nucleótidos, ADN exógeno (eDNA), pilus, proteínas de 

adherencia, sustancias  tenso activas, lípidos, glicolípidos, vesículas de membrana, iones 

tales como Ca2+ y fimbrias, que le sirve de protección de otras bacterias que compiten por 

el mismo nicho ecológico. Aunque en general el componente mayoritario es el agua, que 

representa un 97% del contenido total. Además de que hace más eficiente su colonización 

a la planta. (Sutherland, 2001; Rodríguez-Navarro et al. 2007; Ramírez-Mata et al. 2014). 

 

La sobrevivencia de los microorganismos se asocia con la adherencia y la formación de 

biopelículas en la superficie de la planta hospedera. Cada vez más se considera que la  

intensidad, duración y resultados de las interacciones bacteria-planta están bajo la 

influencia de la población microbiana adherida (Danhorn & Fuqua, 2007). 

Las biopelículas constituyen un modo protegido de crecimiento y desarrollo que permite a 

los microorganismos sobrevivir en hábitats competitivos. Son estructuras microbianas 

complejas, que  permite que el agua, pueda penetrar a través de los canales y por lo tanto 

los nutrientes lleguen a zonas profundas de la microcolonia dentro de la comunidad de la 

biopelícula. El intercambio de nutrientes, facilitado por la arquitectura de la biopelícula, 

permite que estas comunidades desarrollen un espesor y una complejidad considerable 

mientras que las células individuales que las componen se mantienen en óptimas 

condiciones nutricionales, en muchas ubicaciones dentro de la biopelícula. Además 

necesita la actividad coordinada de varios genomas de procariotas relativamente 

pequeños (Monds et al. 2009). 

La formación de la biopelícula puede ocurrir por al menos tres mecanismos. Uno de ellos 

es la división binaria de las células adheridas (Heydorn et al. 2000). El segundo 

mecanismo es la redistribución de las células adheridas mediante la movilidad superficial. 

Es decir que a medida que las células se dividen, las células hijas se desplazan sobre la 
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superficie para formar cúmulos celulares. El tercer mecanismo es la agregación y 

captación de células planctónicas hacia la biopelícula desarrollada (Tolker et al. 2000; 

Salcedo et al. 2015) (Fig. 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8. Representación esquemática de las diferentes etapas de la biopelícula con A. brasilense Sp245 
etiquetado con gfp, el desarrollo de la biopelícula se observa por SEM y CLSM corresponde a 1, 3, y 5 días de 
crecimiento. (Fuente: Salcedo et al. 2015). 

 

IV.1 Etapas de la biopelícula 
 

La materia orgánica presente en el agua se adsorbe sobre las superficies donde se 

formara la biopelícula y forma lo que se conoce como ―película acondicionante‖, 

cambiando las propiedades químicas y físicas de la interfase sustrato/fluido y adaptándola 

a la adhesión bacteriana (Schneider et al. 1994) (Fig. 9). 

El transporte de los microorganismos es precedido por la adsorción de una fina película 

orgánica sobre dicho sustrato. Algunas propiedades físico químicas del sustrato pueden 

ser transferidas a la película condicionante alterando la composición, la densidad y la 

configuración de la película adquirida en cuanto al tipo de proteínas teniendo influencia en 

la etapa inicial de adhesión (Etapa 1 en la Fig. 9), (Davey & O'Toole, 2000). 

SEM 

CLSM 

2µm 5µm 10µm 

25µm 25µm 25µm 
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La segunda etapa corresponde a la adhesión reversible de microorganismos puede ser de 

dos maneras (Etapa 2 en la Fig. 9). Activa: Vencer la repulsión neta más que actuar como 

adherente entre la superficie celular y el sustrato y es superada por interacciones 

moleculares específicas mediadas por apéndices extracelulares (por ejemplo, fimbrias, 

flagelo, pilis, etc.), estos últimos apéndices con movimiento del tipo contráctil o de 

deslizamiento. Pasiva: Factores externos tales como la gravedad, difusión, precipitación 

de partículas y dinámica de fluidos pueden favorecer la adhesión de los microorganismos 

a cualquier superficie. 

Estas células todavía no se encuentran en proceso de diferenciación y pueden abandonar 

la superficie para volver al estado planctónico. Pueden también influir, variaciones en la 

velocidad de flujo, temperatura del agua, y concentración de nutrientes. Durante esta 

etapa, las bacterias presentan ciertos comportamientos específicos como, por ejemplo, 

rodar, reptar, formación de agregados y de hileras de bacterias (Lappin & Costerton, 

1995). 

Estas reacciones implican una adhesión firme e irreversible entre la bacteria y receptor del 

sustrato mediadas por estructuras poliméricas y apéndices extracelulares superficiales 

como, por ejemplo, cápsulas, fibrillas, fimbrias, pilis y EPS (material polimérico 

extracelular)  (Etapa 3 en la Fig. 9) (Stoodley et al. 2002). A medida que la biopelícula 

madura, se desarrolla una arquitectura compleja, con canales, poros y redistribución de 

bacterias en el sustrato (Etapa 4 en la Fig. 9) los organismos adheridos se replican, 

mueren y los componentes extracelulares de las bacterias interactúan con las moléculas 

orgánicas e inorgánicas presentes en el medio ambiente circundante. El potencial 

crecimiento está limitado por la disponibilidad de nutrientes. Otros factores que pueden 

controlar la maduración de la biopelícula son el pH interno, la difusión de oxígeno y 

fuentes de carbono y la osmolaridad (Davies et al. 1998). La necesidad de nutrientes o la 

presencia de sustancias agresivas pueden conducir al desprendimiento de células en 

busca de ambientes nutritivamente ricos o menos nocivos logrando así formar nuevas 

biopelículas en sitios distantes, por medio de tres mecanismos: erosión, separación y 

abrasión. Pueden liberarse células individuales revirtiendo su estado a bacterias 

planctónicas que se desprenden de la matriz extracelular dejando espacios entre las 

microcolonias que pueden actuar como canales dentro de la estructura de la biopelícula. 

Por lo que, el desarrollo de vida de la biopelícula se transforma en un ciclo completo 

(Etapa 5 en la Fig. 9) (Sauer et al. 2002). Estos procesos no necesariamente están 



 
25 

sincronizados durante todo el desarrollo de la biopelícula, generalmente ocurren de 

manera tal que en cualquier momento, una región de las colonias está ocupada por la 

biopelícula en distintos estadios del desarrollo. 

 

 

 

 

                 

 

 

 

 

                                         

 

                     Fig. 9.  Las 5 etapas en el desarrollo de una biopelícula (Fuente: Schneider et al. 1994)    

 

IV.2 Comunicación célula-célula durante la formación de la biopelícula 

La comunicación célula-célula ejerce también un marcado impacto sobre las distintas 

etapas del desarrollo de la biopelícula. En algunos casos, las interacciones sociales 

permiten la sincronización del comportamiento de todos los miembros del grupo y por lo 

tanto actuar como organismos multicelulares. Actualmente, se sabe que la comunicación 

intercelular no es excepcional sino que es una norma en el ecosistema bacteriano. 

Existen varios tipos de mecanismos de comunicación: canales de señales químicas de 

largo y corto alcance; comunicación en un sentido, en ambos sentidos y en múltiples 

sentidos y señalización mediada por el contacto (Bassler & Losick, 2006). 
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IV.3 Quorum sensing (QS)  

El desarrollo de interacciones célula-célula se facilita por la estrecha proximidad existente 

entre las bacterias de la biopelícula. El proceso QS funciona debido a que cada bacteria 

que se une a una superficie produce una molécula señal, de manera tal que mientras más 

bacterias se unen, la concentración de la molécula señal alcanza un determinado valor, se 

dispara el mecanismo de detección de quórum, determinada por la densidad de población 

existente, la célula bacteriana activa genes que expresan funciones de manera 

cooperativa, y se favorece la adaptación de la bacteria al entorno, para finalmente activar 

la diferenciación en la biopelícula (Singh et al. 2002; Ramírez-Mata et al. 2014). 

Su objetivo es coordinar determinados comportamientos o acciones entre 

microorganismos del mismo género, de acuerdo a su número. Este fue descrito por 

primera vez en Vibrio fischeri, bacteria productora de bioluminiscencia en alta densidad 

celular (Post et al. 2004).  

Las bacterias poseen un receptor que puede detectar específicamente el auto-inductor 

(AIs)  respectivo. Las principales moléculas señal o auto-inductor que son empleadas para 

comunicarse con las demás bacterias son: autoinductores, llamado AI-1, oligopéptidos y 

AI-2, y también algunas moléculas pequeñas únicas. Las AI-1 o N-acil-L-homoserina 

lactonas (AHLs), que predominan en bacterias Gram negativas, cuando éste se une al 

receptor, activa la trascripción de determinados genes, incluyendo aquellos para la 

síntesis del inductor. Mientras que oligopéptidos son producidas por bacterias Gram 

positivas. Aunque AI-2 ha sido referido como un "autoinductor universal‖ (Thomas & 

Nakaishi, 2006; Kalia et al. 2013). 

Los primeros microorganismos en quienes se observó QS fueron especies de 

Myxobacterias y Streptomyces. Sin embargo, el ejemplo más conocido es la regulación de 

la producción de luz en V. fischeri, bacteria que vive como un simbionte en el calamar 

hawaiano productora de bioluminiscencia en alta densidad celular (Davies et al. 1998; 

(Ramírez-Mata et al. 2014). 

El QS y el di-GMPc ambas regulan la virulencia y la formación de biopelículas, se 

presume que las dos vías de señalización pueden estar vinculadas y / o se cruzan. En V. 

cholerae, a medida que aumenta la densidad celular bacteriana, también lo hace la 

concentración de autoinductor AI-2 y CAI-1 (Kalia et al. 2013). 
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IV.4 Comunicación de corto alcance  

En el extremo opuesto del QS se encuentran las señales de corto alcance que requieren 

el contacto directo entre las células individuales para el intercambio de información. Uno 

de los primeros mecanismos de comunicación contacto-dependiente celular conocidos es 

la conjugación mediada por los pilis sexuales (Reguera et al. 2005). 

Las bacterias de las biopelículas poseen una expresión génica diferente respecto a sus 

contrapartes planctónicas. Se ha encontrado que hasta el 30% de los genes puede 

expresarse de manera diferente entre la misma bacteria desarrollada en condiciones 

planctónicas o en una biopelícula (Chole & Faddis, 2003). 

En cuanto a los problemas asociados con la formación de biopelículas en el campo 

industrial se encuentra la biocorrosión, que es la contaminación producida por actividad 

microbiana sobre diferentes superficies que genera corrosión de equipos, cascos de 

barcos, tuberías y también a nivel de campos petroleros. En cuanto a los beneficios 

podemos encontrar que estas organizaciones degraden compuestos orgánicos por medio 

de bioremediación de aguas residuales, suelos y aguas subterráneas, además de la 

biolixidación (Hamilton, 1985; Eweis et al. 1999). 

 

IV.5 Dispersión de biopelícula 

El NO como molécula señal tiene una participación dual, ya que puede intervenir en la 

formación o bien en la dispersión de la biopelícula, esto dependiendo del estilo de vida de 

la bacteria y de la concentración fisiológica de NO acumulada en la célula. Se ha 

demostrado que NO estimula la formación de biopelículas mediante el control de los 

niveles de di-GMPc (Arruebarrena et al. 2012) (Fig. 10).  

 

A. brasilense produce NO como intermediario de la ruta de desnitrificación por la actividad 

concertada de tres enzimas: nitrato reductasa periplásmica (codificada por el operón nap) 

y dos nitrito reductasas (NirK1 y NirK2). Se estudió la capacidad de formación de 

biopelícula bajo condiciones de desnitrificación en una mutante nap::Tn5, la cual produce 

solo un 5% de NO comparada con la cepa silvestre. La mutante deficiente en nitrato 

reductasa formó menor cantidad de biopelícula que la cepa silvestre, pero la producción 

se recuperó de manera parcial a los cinco días de crecimiento, lo que sugiere que el NO 

favorece la formación de biopelícula en el estadio inicial (Arruebarrena et al. 2012). 

Se ha descrito recientemente un grupo de proteínas que funcionan como sensores del 

NO. La familia de proteínas que contienen el dominio H-NOX (acrónimo de heme nitric 
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oxide/oxygen) está compuesta por ferrohemoproteínas que unen NO. Estas proteínas no 

funcionan como reguladores de la transcripción de los genes implicados en la dispersión, 

unen al NO de manera específica y participan en cascadas de regulación sofisticadas. 

(Plate et al. 2013). H-NOX puede interactuar directamente con la enzima que sintetiza al 

di-GMPc llamada diguanilato ciclasa (DGC) para regular la síntesis y degradación de di-

GMPc. 

La respuesta de dispersión de biopelícula en P. aeruginosa, se correlaciona con la 

pérdida del pilus tipo IV, la transcripción de genes y el inicio de la transcripción de genes  

del flagelo. 

Los estudios que utilizan microelectrodos han demostrado que la difusión de oxígeno en 

el núcleo de la biopelícula disminuye, al aumentar el espesor de biopelícula debido al 

consumo de oxígeno por las bacterias más cercanos a la interface del medio ambiente 

(Anderl et al.  2003). De hecho, esas bacterias en las capas más profundas de la 

biopelícula pueden requerir el metabolismo anaerobio para su supervivencia. 

La respuesta de dispersión es reducida en cepas con mutaciones en los genes que 

codifican varios reguladores transcripcionales, como arcA, crp, y etr que se sabe que 

median las respuestas a los cambios en los niveles de oxígeno en otras bacterias 

(Thormann et al. 2005). 

La identificación de reguladores transcripcionales asociados con la dispersión de 

biopelícula en respuesta al agotamiento del oxígeno sugiere que, los circuitos de 

detección de oxígeno son al menos parcialmente responsables del evento de dispersión. 

Se ha demostrado también el inicio de la respiración anaerobia en biopelículas de P. 

aeruginosa (Sauer et al. 2004).  

La respiración anaeróbica puede resultar en la producción de compuestos intermediarios  

reactivos de nitrógeno, que en dosis elevadas pueden dañar el DNA, proteínas y lípidos.  

Este tipo de estrés nitrosativo puede conducir a la dispersión de biopelículas maduras de 

P. aeruginosa. En particular, el NO o las especies reactivas resultantes de NO pueden 

provocar eventos de dispersión. 

La sobreexpresión de una proteína de dominio EAL (YhjH de E. coli) conduce a la 

disolución rápida de biopelículas establecidas en este organismo (Gjermansen & Tolker, 

2006). 

Finalmente, la dispersión de nutrientes inducida de las biopelículas de P. aeruginosa es 

dependiente de señalización de di-GMPc a través de un  quimiosensor  regulador llamado 

BdlA. La mutante en BdlA, es deficiente en la dispersión en respuesta a las señales de 
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escases de nutrientes. Mientras que la biopelícula de Acinetobacter sp GJ12 condensa 

durante la privación de carbono orgánico. La privación de carbono en P. putida disminuye 

el nivel de LapA, una adhesina que se utiliza para la formación de la biopelícula (Kalia et 

al. 2013). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 10. El di-GMPc regula varios procesos que controlan las vías de maduración de la biopelícula (Fuente: 
Kalia et al. 2013).  

 
 
 

IV.6 Arquitectura de la biopelícula 

 
En cuanto a la arquitectura, las biopelículas pueden ser divididas en dos clases 

principales: (a) las que muestran una forma irregular topología que se caracteriza por 

estructuras en forma de hongo separadas por poros (que son canales de agua) y la baja 

cobertura de la superficie y (b) las que muestran una topología plana caracterizada por 

capas compactas en forma de hoja y una  cobertura significativa de superficie.  

Los principales determinantes biológicos de la arquitectura de las biopelículas son la 

composición del medio (en particular la fuente de carbono), presencia de sustancias tenso 
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activas, distintos tipos de movilidad (flagelar, contráctil, y movimiento en superficies), y los 

efectos de la regulación por quorum (Purevdorj & Stoodley, 2002). 

Por ejemplo, P. aeruginosa PAO1 hace biopelículas planas y compactas en cámaras de 

flujo cuando se crece en citrato, benzoato, y casaminoácidos como fuentes de carbono, 

mientras que hace biopelículas irregulares con las estructuras típicas en forma de hongo 

cuando se utiliza la glucosa como una fuente de carbono (Klausen et al. 2003)  

La movilidad contráctil del pili tipo IV es el factor más importante en la formación de las 

biopelículas planas en P. aeruginosa, ya que la mutante del pili tipo IV (ΔpilA) no hace 

biopelículas planas (Karatan & Watnick, 2009) (Fig. 11). 

El QS afecta también la arquitectura de biopelículas. Mutantes lasI de P. aeruginosa, que 

son deficientes en la homoserina sintasa y no producen el autoinductor 3OC12-HSL, 

generan biopelículas delgadas y densas, carentes de canales de agua y pequeñas 

colonias en forma de hongo (Davies & Marques, 2009). Otro estudio también mostró que 

la dependencia de la fuente de carbono puede regularse por señales de QS (Shrout et al. 

2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 11. Biopelículas planas y de topología irregular. Se muestran biopelículas de células etiquetadas con la 
proteína verde fluorescente (GFP) de P. aeruginosa crecida en diferentes fuentes de carbono. Las imágenes 

fueron adquiridas 48 h de crecimiento. Las biopelículas que crecen con succinato tienen una topología plana 
que se caracteriza por una alta cobertura superficial y baja altura; las cultivadas con glucosa tienen una 
topología irregular caracterizada por cobertura baja de la superficie y columnas dispersas de bacterias. SV, 
vista lateral (plano xz); TD, vista de arriba hacia abajo (plano xy), (Fuente: Karatan & Watnick, 2009). 
 
 

V. Exopolisacáridos (EPS) componente principal de la Biopelícula 

En la mayoría de especies bacterianas, el sello distintivo que diferencia a las biopelículas 

de las bacterias simplemente adheridas a una superficie es que el componente principal 

de la matriz de la biopelícula son polisacáridos extracelulares o exopolisacáridos (EPS), 
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que rodea a las bacterias residentes. El EPS microbiano consiste en polímeros 

biosintéticos que se componen principalmente de proteínas e hidratos de carbono (75-

90%), contienen derivados tales como: lipopolisacáridos, glicoproteínas y lipoproteínas 

(Simöes et al. 2010; Sheng et al. 2010), también ácidos nucleicos y fosfolípidos 

(Wingender et  al. 1999; Ramírez-Mata et al. 2016). 

Las funciones básicas de EPS son agregados de células bacterianas, componentes 

principales de la matriz extracelular implicados en la adherencia a las superficies, la 

formación de flóculos y biopelículas, el reconocimiento de célula a célula (Bazaka et al. 

2011) (Joo & Otto, 2013) (Fig. 12). Además de que la producción de EPS  puede 

aumentar su potencial individual para la colonización de diversos nichos ecológicos a 

menudo confieren una ventaja de supervivencia mediante la protección de la célula contra 

estrés abiótico y biótico, agregación a través de interacciones dipolo, covalente o un 

enlace iónico, interacciones estéricas, y asociación hidrófoba (Bruno & Yves, 2002), se 

incluyen los factores como protección contra fagocitosis e interferencia contra la respuesta 

inmune celular y la reducción de los efectos de los antibióticos, la retención de agua para 

reducir al mínimo la desecación de la célula, importantes en procesos industriales como la 

absorción de compuestos orgánicos exógenos, y de iones inorgánicos, actividades 

enzimáticas y la interacción de los polisacáridos con las enzimas (Wingender et al.1999; 

Tian, 2008). Un estudio ha sugerido que los polisacáridos y proteínas de la superficie 

celular pueden actuar como adhesinas bacterianas. (Kroncke et. al. 1990). Las especies 

bacterianas que no producen EPS son menos adherentes y menos patógenas 

(Christensen et al. 1982). 

V.1 Composición de los EPS 

La composición y la cantidad de los materiales poliméricos extracelulares que forman la 

matriz de la biopelícula cambiarán con el tipo de microorganismo, la edad de la biopelícula 

y de las circunstancias ambientales: el nivel de oxígeno y el nitrógeno, el grado de 

desecación, la temperatura, el pH y la disponibilidad de nutrientes (Mayer et al. 1999). 

Los carbohidratos son el componente principal de EPS extracelulares (principalmente de 

hexosa, pentosa raramente) y ácidos urónicos (como glucurónico, galacturónico y ácido 

manurónico). La presencia de ácidos urónicos o sustitutos comunes como éster de 

acetato, cetales piruvato, formatos, succinato inorgánico (fosfato y sulfato) que son lo que 

deciden la naturaleza (neutro, aniónico o catiónico) de macromoléculas de EPS. 
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Los EPS son homopolisacáridos o heteropolisacáridos. Los homopolisacáridos son 

generalmente neutros y compuestos de tipo único de monosacárido como D- glucosa o L-

fructosa (Czaczyk & Myszk, 2007; Pal & Paul, 2008; Sutherland, 2001; Vu et al. 2009). 

Los homopolisacáridos se dividen en tres grupos distintos. Los ejemplos de 

homopolisacáridos producidos por microorganismos son dextrano, curdlan, y celulosa. El 

dextrano es producido por Leuconostoc spp y Streptococcus spp (Vu et al. 2009; Rehm, 

2010). El curdlan es un polisacárido lineal formado por residuos de β- (1,3) –ligado a 

residuos de glucosa producidos por Alcaligenes faecalis y Agrobacterium sp La celulosa 

es también un biopolímero bien conocido, formado por unidades repetitivas de D-glucosa 

con enlace β- (1,4). La celulosa es producida principalmente por E. coli, Salmonella 

typhimurium, Citrobacter, Enterobacter y Pseudomonas, así como Agrobacterium. (DaRe 

& Ghigo,  2006; Ude et al. 2006). 

Los heteropolisacáridos (alginato, xantano, K30-antígeno y ácido hialurónico, entre otros) 

son producidos por bacterias ácidos lácticas y formados por unidades repetidas de 

monosacáridos (tales como D-glucosa, D-galactosa, L-fructosa L-ramnosa, ácido D-

glucurónico, ácido L-gulurónico y ácido D-manurónico). (Czaczyk & Myszk, 2007). La 

goma de xantano, que es producida por cepas de Xanthomonas campestris es un 

heteropolímero ramificado aniónico. Sphingomonas spp produce gelan, el ácido 

hialurónico es  producido por Streptococcus spp y Pasteurella multocida. 

Algunas cepas de E. coli, derivadas de K-12, sintetizan un tercer tipo de EPS llamado 

ácido colánico. Éste es un polímero ramificado compuesto de L-fucosa, D-galactosa, 

ácido D-glucurónico, D-glucosa, O-acetil y piruvato, cuya síntesis requiere de 19 genes 

transportadores en el locus wca (Stevenson et. al 1996). Las mutantes en el gen wcaF no 

sintetizan el ácido colánico, se unen a superficies como capa compacta de dos células de 

espesor, pero son incapaces de construir biopelículas de múltiples capas. (Danese et al. 

2000). 

Uno de los EPS más estudiados es el alginato, está presente en especies de patógenos 

oportunistas como P. aeruginosa y Azotobacter (Flemming & Wingender, 2010). Los 

autores Davies y Greenberg han demostrado que en P. aeruginosa los genes 

responsables de la producción de alginatos, inician su expresión después de los 15 min 

del primer contacto celular con la superficie (Davies et al. 1998). Los pulmones se 

colonizan inicialmente por las formas no mucoides de esta bacteria, que luego se 

convierten en un fenotipo mucoide. El fenotipo mucoide es debido a la sobreproducción 
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de alginato (Evans & Linker, 1973). El locus pel (en referencia a película, una biopelícula 

formada en la interfase aire-medio), que contiene los genes pelA-G, es responsable de la 

síntesis del componente rico en glucosa de la matriz, mientras que el locus psl 

(polisacárido síntesis locus), que contiene los genes pslA -O, es responsable del 

componente rico de manosa y galactosa (Friedman & Kolter, 2004). Genomas de 

especies tan diversas como Nitrosospira multiformis, Geobacter metallireducens, 

Marinobacter aqueolei, y Burkholderia cenocepacia contienen ortólogos a loci pel, lo que 

sugiere que este polisacárido pueda ser ampliamente utilizado para construir matrices de 

biopelícula. Varios estudios han demostrado la regulación positiva de ambos genes psl y 

pel en condiciones donde se incrementan los niveles celulares de di-GMPc (Goodman et 

al. 2004). 

Se han detectado en la matriz de EPS una cantidad sustancial de proteínas como 

enzimas y las proteínas estructurales, muchas de ellas implicadas en degradación. Estas 

enzimas extracelulares actúan sobre los sustratos solubles en agua incluyen algunos 

polisacáridos, proteínas y ácidos nucleicos, mientras que los compuestos insolubles en 

agua incluyen celulosa, quitina y los lípidos.  

Proteínas (denominadas lectinas), están involucradas en la formación de la red de matriz 

de polisacáridos y constituyen enlaces entre la superficie bacteriana y la superficie 

extracelular (Flemming & Wingender, 2010). 

V.2 El di-GMPc regula la producción de EPS 

Se conocen más de diez EPS regulados por di-GMPc en algún nivel, donde se 

encontraron diferentes DGCs que están implicadas en la regulación de expresión de 

genes de EPS. (Ramírez-Mata et al. 2016). Incluyendo: (i) la celulosa bacteriana general y 

poli-β (1-6) -N-acetil-D-glucosamina (PGA o PNAG en Staphylococcus aureus); (ii) el 

curdlan, xantana, mezcla-de  β-glucano (MLG) y el polisacárido polar (UPP) producido por 

las bacterias asociadas a las plantas; (iii) en P. aeruginosa son tres: alginato, Psl y Pel 

(Hickman et al. 2005). (iv) otros EPS asociados con los taxones más específicos, tales 

como los recientemente descritos en Vibrio (VPS) exopolisacárido rico en glucosa y 

galactosa, cuya biosíntesis de las enzimas que lo producen y exportan esta codificada en 

dos operones: vpsA (vpsA-K) y vpsL (vpsL-Q), (Uhlinger & White, 1983; Costerton et al. 

1987; Wolfaardt et al. 1998). La mayoría de estos EPS son activados por di-GMPc, siendo 

la xantana el único ejemplo conocido de un EPS regulado negativamente por este 

segundo mensajero. (He et al. 2007; Ramírez-Mata et al. 2014). 
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A menudo las bacterias producen más de un EPS regulado por di-GMPc. La regulación 

postraduccional de los diferentes EPS- di-GMPc es mediante la co-localización de las 

enzimas que metabolizan di-GMPc (DGC y PDE), cerca de los complejos de la biosíntesis 

de EPS. Por ejemplo, MucR regula la producción de alginato mediante la generación de 

una poza local di-GMPc en la proximidad del efector Alg44 (Hay et al. 2009). Otros 

efectores recurrentes di-GMPc implicados en la biosíntesis de EPS son proteínas DGC 

catalíticamente inactivas con dominios GGDEF degenerados (Römling et al. 2013). Los 

ejemplos que pertenecen a este grupo de efectores di-GMPc son PelD y PssE que son 

esenciales para la producción de Pel y el EPS de Listeria. (Whitney et al. 2012; Chen et 

al. 2014). Para varios de los EPS conocidos regulados por di-GMPc, la detección se vio 

facilitada por tinción in vivo con los colorantes rojo Congo y / o calcoflúor. (Pérez-Mendoza 

& Sanjuán, 2016). 

V.3 EPS en A. brasilense 

Los recientes resultados reportados por Nagarajan y cols. (2007) mostraron un aumento 

de la expresión de genes relacionados en los componentes de la superficie celular, EPS y 

LPS bajo una adaptación de las bacterias a ambientes salinos en A. brasilense. 

(Chowdhury et al. 2007).  

Se mostró la producción de polisacárido de superficie por Azospirillum en las colonias que 

crecen en medios que contienen calcofluor el colorante fluorescente, que se une 

predominantemente a enlaces glucanos  β-1,4 y β- 1,3 (Wood &  Fulcher, 1978). Mutantes 

no fluorescentes de A. brasilense  y A. lipoferum perdieron la capacidad de formar flóculos 

y anclarse a las raíces del trigo, lo que indica que la concentración de EPS producida por 

diferentes cepas de A. brasilense se correlaciona significativamente con la agregación 

celular y el anclaje firme de las células bacterianas en la superficie de la raíz. (Koul et al. 

2015). 

Se identificó una de las principales proteínas de membrana externa (OmaA) de A. 

brasilense. Se propuso que, bajo ciertas condiciones de crecimiento, las proteínas de 

membrana externa interactúan con EPS que conduce a la agregación y  floculación en las 

células de Azospirillum, la aparición de estos agregados atrapados en el material fibrilar 

está en  asociación con las raíces de las plantas (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000). La 

producción de EPS, es importante ya que permite que las bacterias se adhieran 

firmemente a la superficie de la raíz (Pereg et al. 2000). 
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Se demostró que la composición de los  EPS y fracciones del polisacárido capsular (CPS) 

también difiere entre las cepas analizadas de A. brasilense. El CPS es un tipo de 

polisacárido que se une a la membrana externa mediante un enlace covalente 

(Wisniewski-Dyé et al. 2013). Los CPS de A. brasilense Sp7, unen una lectina glicosilada 

de masa molecular 36 kDa con especificidad a L-fucosa y D-galactosa (Sigida et al. 2014). 

Las lectinas son proteínas de unión de azúcar que se reconocen y se unen a los 

carbohidratos presentes en la superficie radicular de la planta de forma específica y 

reversiblemente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 12. Fases del desarrollo del biopelícula in vivo. Las biopelículas se desarrollan a través de la unión inicial, 

que depende del transporte de las bacterias a una superficie, que es pasivo en el caso de bacterias no 
móviles como estafilococos (amarillo), y activa en el caso de bacterias móviles, como P. aeruginosa (rojo). 

Está regulada por interacciones proteína-proteína específicas de superficie bacteriana con proteínas de la 
matriz en humanos. Las etapas posteriores no difieren en principio entre bacterias móviles y no móviles. 
Implican la proliferación, la incrustación en una matriz extracelular (constituida por EPS cDNA proteínas etc.) y 
la maduración. Este último depende de factores que modulan la interacción célula-célula, como sustancias 
tenso activas, cuya síntesis es controla por QS, que conduce a la dispersión de biopelículas. En el caso de las 
bacterias móviles, la sobre regulación de la motilidad, que inicia en el centro de la biopelícula "forma de 
champiñón" (Fuente: Joo & Otto, 2013). 
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VI. Sistema de señalización en bacterias mediado por el (3’5’) guanosín-

monofosfato-cíclico (di-GMPc) 
 

En 1987 Benziman descubrió al segundo mensajero di-GMPc como un modulador 

alostérico de la celulosa sintasa en Gluconacetobacter xylinus (anteriormente llamado 

Acetobacter xylinum). Aunque hace más de dos décadas de su descubrimiento, en los 

últimos años han empezado a surgir los detalles moleculares de la señalización de di-

GMPc, así como los fenotipos asociados con el aumento de las concentraciones de di-

GMPc intracelulares (Waters, 2012; Kalia et al. 2013). Con la secuenciación genómica, se 

reveló que aproximadamente el 85% de las bacterias analizadas, contienen genes que 

codifican para la síntesis y degradación del di-GMPc, y el creciente interés  en la 

transición entre estilos de vida bacterianos movil y sésil (comunidades de biopelícula). En 

general, cuando el di-GMPc se reduce, la formación de biopelículas es mucho menor, lo 

que sugiere que el di-GMPc es esencial para este proceso (Waters 2012; Pérez-Mendoza 

& Sanjuán, 2016; Römling et al. 2013) (Fig. 13). 

Se conoce actualmente que el segundo mensajero di-GMPc, es un regulador central de la 

fisiología bacteriana y se ha relacionado con diversas respuestas fisiológicas o varios 

fenotipos  como la producción de adhesinas tipo pilus, proteínas de membrana, síntesis 

de EPS, movilidad, formación de biopelículas, regula funciones asociadas a virulencia en 

patógenos de animales, humanos y plantas, señalización célula-célula, progresión del 

ciclo celular, y producción de antibióticos entre otras funciones celulares. Por lo tanto, el 

di-GMPc  parece ser un segundo mensajero mucho más común en bacterias que su primo 

más famoso, AMPc (Hay et al. 2009; revisado en Xiqui et al. 2010; Kalia et al. 2013; 

Römling et. al. 2013)  

Las enzimas que controlan el recambio del di-GMPc son: la diguanilato ciclasa (DGC), 

sintetiza el di-GMPc a partir de dos moléculas de GTP; las cuales son caracterizadas por 

el sitio activo (sitio A) que incluye el residuo catalítico Asp (D) / Glu (E), flanqueados por 

dos residuos muy conservados, que en conjunto forman el conspicuo motivo de secuencia 

(G[Gly]-G[Gly]-D[Asp]- E[Glu]-F[Phe]) o (G[Gly]-G[Gly]- E[Glu]-E[Glu]-F[Phe]) que 

estimula la reacción 200 veces, a menudo contienen un sitio inhibitorio (I-Site) que se 

caracteriza por un motivo RxxD (x: cualquier aminoácido), se ubica cinco aminoácidos rio 

arriba del motivo GG (D / E) EF, la unión de di-GMPc al I-sitio de DGC inhibe de forma 

alostérica la síntesis de di-GMPc. Este dominio fue descrito originalmente en 1995 por 

Hecht y Newton para el regulador de la respuesta de PleD de  Caulobacter crescentus, 



 
37 

contiene tanto un sitio A y un sitio I. El dominio consta de aproximadamente 170 residuos 

de aminoácidos y son nombrados así debido al patrón de secuencia de aminoácidos muy 

conservado (G[Gly]-G[Gly]-D[Asp]- E[Glu]-F[Phe]) o (G[Gly]-G[Gly]- E[Glu]-E[Glu]-F[Phe]) 

(Hecht et al. 1995) (Römling et al. 2013). 

Otros residuos de aminoácidos conservados que fueron designados como esenciales 

para la actividad catalítica de la DGCs son los aminoácidos como R, D, N y D, que actúan 

en el sitio activo y sitios de unión guanilil (Ramírez-Mata et al. 2016). 

El motivo GG (D / E) EF forma una β- horquilla, congruente con la predicción de modelado 

estructural. Los primeros dos residuos G de este motivo están implicados en la unión de 

GTP, mientras que el cuarto residuo E está implicado en la coordinación con los iones 

metálicos. El tercero de los aminoácidos del motivo  (D / E) es indispensable para la 

catálisis y también juega un papel en la coordinación de metal (Römling et al. 2013). 

Las enzimas que subsecuentemente catalizan la degradación (hidrólisis) del di-GMPc, son 

fosfodiesterasas (PDE) con los motivos conservados (EAL(E[Glu]-A[Ala]-L[Leu]) que 

produce 5’pG-p-G lineal y el cual es transformado a dos moléculas de GMP 

(guanosínmonofosfato) y el motivo HD-GYP (H[His]-D[Asp]-G[Gly]-Y[Tyr]-P[Pro]) el cual 

es transformado en GMP. El proceso catalítico requiere Mg2+, o Mn2+ para la hidrolisis del 

enlace fosfodiester y es inhibida la actividad por cationes como Ca2+ Ni2+, Fe2+ y Zn2+  

(Kalia et al. 2013; revisado en Xiqui et al. 2010; Römling 2013; Ramírez-Mata et al. 2014). 

Es de destacar que el residuo E del motivo EAL está directamente implicado en la 

coordinación de uno de los metales, lo que explica su conservación del 100% en las 

enzimas activas. (Römling et al. 2013). 

Yakunin y colaboradores han propuesto que los iones metálicos en el sitio activo de la 

PDE están involucrados en la activación de ácido de Lewis del centro del fosfato, así 

como la activación de las moléculas de agua (y la participación de la lisina vecina para 

generar un hidróxido catalítico), que ataca el centro del fosfato de di-GMPc para realizar la 

hidrólisis. (Tchigvintsev et al. 2010; Römling et al. 2013). 

El dominio PDE consta de aproximadamente 250 residuos de aminoácidos y fue descrito 

originalmente en la proteína BvgR de Bordetella pertussis, denominados vrg (virulence 

repressed genes). Además, el dominio se descubrió independientemente como un 

dominio adyacente al dominio GGDEF responsable de la actividad de hidrolizar el di-

GMPc en la proteína A1 (PDEA1) de G. xylinus (Ramírez-Mata et al. 2014). 
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En general, las DGCs aumentan niveles intracelulares de di-GMPc que se correlaciona 

con promover estilos de vida sésiles, agregación y la formación de biopelículas, pero 

reprimen el fenotipo de movilidad. Mientras que las PDEs regulan niveles bajos de di-

GMPc y se correlaciona con la movilidad de la bacteria (Hay et al. 2009; Newell et al. 

2011; Römling et al. 2013). 

Se ha descrito que varias DGCs son reguladas de manera alostérica por el di-GMPc en el 

sitio I entre ellas se cuentan WspR de P. aeruginosa, PleD de C. crescentus y DgcA de R. 

sphaeroides. El di-GMPc se une al sitio-I de PelD, para aumentar la producción de EPS 

Pel y la formación de biopelículas, funcionando así como un efector regulador de la 

síntasa (Karatan & Watnick, 2009; Kalia et al. 2013). 

No obstante, el análisis computacional de más 10,000 secuencias GGDEF reveló que 

aproximadamente la mitad de las secuencias GGDEF (potencialmente con actividad 

DGC) carecen de sitios de inhibición alostérica canónica (Kalia et al. 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.13. El di-GMPc es sintetizado por enzimas que tiene actividad de DGC, mientras que es degradado por 
enzimas que poseen actividad  PDE. La diversidad de funciones son reguladas de manera positiva o negativa 
por este segundo mensajero (Fuente: Waters, 2012). 
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VI.1 Efectores de di-GMPc 

Hasta el momento se han encontrado cinco tipos de receptores de di-GMPc: (a) proteínas 

efectoras, tipo proteínas con dominio PilZ que no tienen actividad enzimática, pero se 

unen a di-GMPc y regulan otras proteínas o enzimas a través de dominio-dominio o las 

interacciones proteína-proteína, (b) las proteínas degeneradas GGDEF que ya no son 

catalíticamente competentes; (c) las proteínas con actividad enzimática que se unen a di-

GMPc, unión que estimula la actividad catalítica; (d) factores de transcripción o represores 

que se unen a di-GMPc para regular la expresión de genes y (e) riboswitches que se unen 

a di-GMPc para regular la transcripción o traducción (Kalia et al. 2013). 

El control de las respuestas de salida a cambios en los niveles de di-GMPc también es 

complejo, el di-GMPc se une a múltiples moléculas efectoras para controlar la expresión 

génica en todos los niveles que incluyen: inicio de la transcripción, modulación 

postranscripcional, y a nivel postraduccional, y la regulación alostérica de la proteina (Fig. 

14). Los factores de transcripción se dividen en tres grupos generales como: 1) proteínas 

de unión a promotor como  FleQ, VpsR, 2) miembros de la  FixJ, LuxR y familia CsgD 

como regulador transcripcional de la formación del ―curli‖ y producción de celulosa en E. 

coli y S. enterica serovar Typhi como: VpsT y CpsQ. 3) el regulador transcripcional de la 

familia de la proteína activadora AMPc (CAP) Clp la cual regula la virulencia de 

Xanthomonas campestris y Bcam1349 que regula la formación de la biopelícula en B. 

cenocepacia (Waters, 2012; Kalia et al. 2013). 

El di-GMPc también se une y modula la actividad de varias proteínas. El dominio PilZ fue 

el  primer identificado utilizando análisis de bioinformática (Amikam & Galperin 2006). La 

proteína YcgR de E. coli con dominio PilZ, se une a di-GMPc, se asocia con el cuerpo 

flagelar (MotA y FliG), para cambiar la velocidad de rotación del flagelo e inhibir la 

movilidad (Waters, 2012). Otro ejemplo es la proteína Tlp1 de A. brasilense Sp7, proteína 

receptora de quimiotaxis y aerotaxis cuya unión al di-GMPc en el dominio PilZ, regula la 

velocidad de rotación y cambio de dirección del flagelo, disminuyendo también la 

trayectoria de la célula bacteriana (Russel et al. 2013). La proteína PilZ de P. aeruginosa, 

implicada en la biogénesis del pilus tipo IV, regula movilidad contráctil del pilus (Ryjenkov 

et al. 2006). Varias síntasas que participan en la biosíntesis de EPS son reguladas de 

forma alostérica por el di-GMPc como Alg44 de P. aeruginosa proteína responsable de la 

síntesis de alginato. En este caso, di-GMPc regula la producción de EPS de manera 

postraduccional (Hay et al. 2009). 
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El típico ejemplo es LapD de P. fluorescens, proteína de membrana interna, proteína 

híbrida desprovista de actividad catalítica, LapD es capaz de unir a di-GMPc a través del 

dominio EAL degenerado. FimX de P. aeruginosa es una proteína híbrida GGDEF-EAL, 

cuyo dominio EAL es degenerado pero une al di-GMPc y regula la movilidad contráctil de 

pilus tipo IV (Kalia et al. 2013). 

 

VI.2 Riboswitches- di-GMPc 

Los riboswitches son moléculas de RNA pequeños que se unen a un ligando particular y 

regulan la expresión de genes corriente abajo en respuesta a los niveles de este ligando 

(Karatan & Watnick, 2009). Actualmente se conocen dos tipos estructurales de 

riboswitches, tipos I y II. La unión de di-GMPc al riboswitch puede afectar a la 

transcripción o traducción de los genes aledaños. Regulan la expresión de los genes 

codificantes de la DGCs y PDEs, así como los genes de la síntesis del flagelo en 

Clostridium difficile (Bordeleau et al. 2011) y V. cholerae en donde regula virulencia 

(Ramesh, 2015). 

 

VI.3 Dominios sensores de los genes que codifican a las enzimas que sintetizan el 

di-GMPc 

 
Un aspecto que caracteriza a las proteínas DGCs y PDEs es su organización modular con 

la presencia de otros dominios de entrada, los cuales son módulos sensoriales que res-

ponden a cambios del entorno y generan una respuesta intracelular.  Generalmente están 

localizados hacia el N-terminal (entre 50 hasta 150 aminoácidos de longitud) los cuales 

unen una variedad de ligandos y pueden detectar también señales citoplasmáticas, se 

produce un cambio conformacional que afecta la transmisión de la señal al dominio C-

terminal. Así el flujo de información va del dominio sensor N-terminal, hacia el dominio 

transmisor o de salida en el C-terminal, reflejando un rango amplio de señales que 

estimulan la respuesta de la bacteria. Estos dominios sensores están ligados a los 

dominios GGDEF o EAL (o HD-GYP) que se encienden o se apagan según la entrada de 

señalización. Como resultado, los factores ambientales pueden afectar la concentración 

intracelular de di-GMPc (Karatan & Watnick, 2009; revisado en Xiqui et al. 2010; Kalia et 

al. 2013; Ramírez-Mata et al. 2016). 

Los dominios sensores (entrada de señal), responden a diversos estímulos ambientales 

estos son algunos ejemplos: PAS (sensor de oxígeno, óxido nítrico (NO), através del 
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grupo hemo), BLUF (sensor de luz azul) GAF-PHY (detección rojo / lejos de luz), 

hemeritrina (detección de gas), REC (receptor fosforilación), y GAF (nucleótidos cíclicos, 

por ejemplo, AMPc y GMPc, e unión a fitocromo). Generalmente, estos dominios N-

terminal responden a señales ambientales específicas, controlan la actividad en los 

dominios enzimáticos, participan como reguladores de respuesta en cascadas complejas 

de regulación, en las que intervienen sistemas de dos componentes y en donde algunas 

de las proteínas que detectan el estímulo a su vez son reguladas por moléculas tipo 

autoinductores y QS. (Hengge, 2009; Karatan & Watnick, 2009) (Fig. 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14. Proteínas de la superfamilia GGDEF y EAL / HD-GYP son modulares y diversas. Las proteínas que 
pertenecen a esta superfamilia contienen una variedad de dominios sensoriales que pueden regular la 
actividad de los dominios enzimáticos basados en las señales de entrada (Karatan & Watnick, 2009). 
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A través de estos dominios de recepción de señal, estas enzimas permiten que las células 

se adapten a nichos específicos mediante el control de los comportamientos mediados 

por di-GMPc, incluyendo el cambio entre los estilos de vida móvil y sésil. En apoyo de 

esta hipótesis, las bacterias que comúnmente se desplazan entre diferentes ambientes 

tienden a codificar más DGCs y las PDEs, como V. cholerae y P. aeruginosa, mientras 

que aquellos que están limitados a los ambientes menos cambiantes, como los patógenos 

intracelulares facultativos, tienen pocas o ningún sistemas de señalización de di-GMPc 

(Waters, 2012; Kalia et al. 2013) (Fig. 15). 

Las DGC y PDE pueden ser activadas por fosforilación y modulando la traducción del 

RNAm. Cuando los dominios de señalización interactúan con señales estimulantes, las 

enzimas DGCs cambian la conformación forman un dímero cerrado y se produce la 

catálisis, se unen dos moléculas de GTP para formar el di-GMPc (Chan et al. 2004). Por 

lo cual, la activación por la dimerización es un mecanismo que está disponible para el 

control de la actividad DGC. Además, este mecanismo de control puede ser mediado a 

través de un dominio accesorio que forma homodímeros de una manera dependiente de 

la señal (Paul et. al 2007). La característica motivo de secuencia RxxD, que tiene un papel 

central en la inhibición de retroalimentación y se ubica en el sitio de unión alostérico del 

dominio DGC (Wassmann et al. 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  15. Múltiples DGCs y PDEs a menudo se encuentran asociadas a dominios sensores como PAS para 
detectar ligandos gaseosos como O2, CO2, NO, etc., y BLUF para detectar luz. Di-GMPc se une a proteínas 
receptoras tales como PilZ o riboswitches o reguladores transcripcionales para regular ―estilos de vida‖ 
bacterianos (Kalia et al. 2013).  
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VII. Proteínas Hibridas con Motivos: GGDEF Y EAL 

Una de las características más llamativas de sistemas de señalización de di-GMPc es el 

gran número de copias de las proteínas con GGDEF, EAL o dominios HD-GYP, así como 

los receptores de proteínas (Galperin, 2005; Newell et al. 2011). 

Esta situación aparentemente simple es muy complicada porque muchas bacterias 

codifican enzimas que contienen ambos dominios GGDEF y EAL. Es importante 

mencionar que el número de proteínas híbridas GGDEF-EAL es de aproximadamente 1/3 

de todos los dominios GGDEF y 2/3 de todos los dominios EAL que se encuentran en las 

mismas cadenas de polipéptidos. (Waters 2012; Römling et al. 2013). 

Al menos 32 presuntas DGCs ocurren en el genoma de A brailense Sp245 y de éstas 10 

son proteínas híbridas (Minjáres-Sáez 2015). En el genoma de Acholeplasma laidlawii, 

secuenciado a finales de 2007, se encontró que codifica hasta 15 proteínas GGDEF / EAL 

(Römling et al. 2013). El genoma de  B. subtilis contiene 7 genes que codifican a 

proteínas híbridas GGDEF / EAL (Karatan & Watnick, 2009). Varios escenarios se 

presentan cuando ambos dominios  GGDEF y EAL están presentes: 1) sólo uno de estos 

dos dominios puede ser activo o actúa como un dominio regulador que cambia 

la actividad del otro dominio tras la activación alostérica por GTP o di-GMPc. Por ejemplo, 

el dominio GGDEF PdeA de C. crescentus une GTP y de forma alostérica activa el 

dominio EAL; el dominio GGDEF en esta proteína tiene la secuencia de aminoácidos 

ligeramente alterada GEDEF y es incapaz de catalizar la formación de di-GMPc (Chao et 

al. 2013). Otro caso es MucR proteína híbrida DGC-PDE de P. aeruginosa y contiene un 

dominio de señalización MHYT que la ubica a nivel de membrana se demostró que la 

mutante ΔmucR es incapaz de producir alginato y biopelícula por tanto se comporta como 

una DGC (Hay et al. 2009). En general, proporción mayor de dominios GGDEF (2235 

proteínas; 23,7%) han perdido su motivo catalítico en comparación con los dominios EAL 

(935 proteínas; 16,8%) (Kalia et al. 2013). 2). Otro escenario es que mientras que los dos 

dominios son enzimáticamente activos, éstos son regulados diferencialmente por señales 

ambientales y / o intracelulares de modo que bajo ciertas condiciones un dominio es 

activo y el otro no (Römling et al. 2013). Tal, es el caso de ScrC de Vibrio 

parahaemolyticus, en presencia de ScrA y ScrB funciona como DGC, mientras que en su 

ausencia presenta actividad de PDE (Ferreira et al. 2008). Se encontró que MorA de P. 

aeruginosa proteína con ambos dominios, estos son catalíticamente activos (Phippen et 

al. 2014). El caso de la proteína híbrida de Shewanella woody es único, en ella están los 

dominios H-NOX-GGDEF-EAL. Las proteínas que contienen los dominios H-NOX son 
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hemo (Fe2+)-proteínas que detectan NO. Esta proteína presenta ambas actividades 

dependiendo de las señales. Si no está presente el NO, tiene actividad DGC, si se 

adiciona Fe2+ SwDGC/Fe2+, aumenta la velocidad inicial (Vi) y kcat (cuatro y dos veces, 

respectivamente) si se encuentra como SwDGC/Fe2+-NO disminuye  la Vi de la DGC (sin 

ser inactiva); pero aumenta la Vi y kcat de la PDE (dos y cuatro veces, respectivamente); lo 

que indica que la actividad es modulada por dos señales NO y la concentración 

intracelular de Fe2+ para modular el fenotipo sésil o móvil (Liu et al. 2012). Finalmente 

para explicar la multitud de enzimas (proteínas hibridas), se infiere que podría ser de 

utilidad para la percepción de variedad de diferentes señales ambientales, o subconjuntos 

de enzimas podrían relacionarse específicamente con el control de comportamientos 

específicos (Waters, 2012). 

 

VIII. ANTECEDENTES DIRECTOS 

En el laboratorio de la Interacción Bacteria-Planta del CICM  ICUAP, donde se desarrolló 

esta investigación, se realizó el análisis bioinformático del genoma de A. brasilense 

Sp245, que permitió identificar 32 genes que codificaban presuntivamente DGCs 

(Minjárez-Sáez, 2015).  

Por la relevancia que implica el conocimiento de la participación del di-GMPc en la 

interacción bacteria-planta, se inició con el análisis de los genes que codifican a las 

proteínas DGCs; en el 2013 (Gamboa- Peréz, 2014), estudio los genes dgcD y dgcE, 

particularmente seleccionados por el interesante contexto genético de A. brasilense en 

que se ubican los genes. Se generaron las mutantes por inserción con un casete de 

resistencia a la KmR (dgcD::KmR), en A. brasilense Sp7 y en Sp245; mientras que se 

insertó el casete gusA::KmR en el gen dgcE en ambas cepas A. brasilense Sp7 y en 

Sp245. 

Por lo cual se prosiguió a realizar un análisis fenotípico de las mutantes en el gene dgcD 

de las cepas A. brasilense Sp7 y Sp245 comparándolas con las cepas silvestres. 
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IX. JUSTIFICACIÓN 

La inoculación con PGPR es una práctica agrícola común que ha ido en aumento en años 

recientes. Desde el punto de vista de una agricultura sostenible, el uso de bacterias 

rizosféricas constituye un medio económicamente viable y ecológicamente aceptable al 

reducir costos a los productores. Por lo mismo, el estudio y entendimiento de las PGPR 

son temas de gran importancia en muchas investigaciones a nivel mundial. Aunque desde 

hace 25 años en el di-GMPc se identificó su contribución como segundo mensajero, en 

las diversas funciones fisiológicas en las bacterias. Debido a que la organización de las 

señales en las que está implicado el di-GMP-cíclico es muy compleja, falta mucho por 

descubrir.  

Los cambios en la concentración en la poza de di-GMPc, que está bajo el control de las 

enzimas diguanilato ciclasa y fosfodiesterasa; sistemas  que se encargan de la síntesis y 

degradación del di-GMPc respectivamente, por lo cual tiene un efecto directo en la 

regulación de diferentes fenotipos a nivel de la célula como: crecimiento, quimiotaxis, 

movilidad y formación de biopelículas. Por tanto, es de interés estudiar los genes que 

codifican a estas enzimas. Ya que A. brasilense promueve un beneficio a la planta 

hospedera es importante analizar su participación en el proceso de colonización. 

 

X. HIPÓTESIS 

El análisis fenotípico de las cepas mutantes en el gen dgcD de Sp7 y Sp45 de A. 

brasilense, se verán afectadas las funciones implicadas en la colonización a la planta. 

XI. OBJETIVOS 

 

XI.1 Objetivo General 

Analizar fenotípicamente las mutantes en el gen dgcD de A. brasilense Sp7 y Sp245. 

 

XI.2 Objetivos Particulares 

Determinar la movilidad, cuantificar la formación de biopelícula, cuantificar la producción 

de EPS, de las mutantes en el gen dgcD de A. brasilense Sp7 y Sp245. 
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XII. Esquema experimental 
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XIII. MATERIAL Y MÉTODOS  

 

XIII.1 Material Biológico 

Tabla que describe el material biológico usado en este trabajo 

Cepa Características                 Referencia 

A. brasilense Sp7 Cepa silvestre, aislada de la 

superficie estéril de las 

raíces de trigo, (Brasil)  

 

           Baldani et al. 1986  

 

 

 

A. brasilense  Sp245 Cepa silvestre aislada de la 

superficie estéril de las 

raíces de trigo, (Brasil) 

          Baldani et al. 1986  

 

A. brasilense D-78 

 

 

Mutante dgcD::Km
R
 de A. 

brasilense Sp7 

 

         Gamboa- Pérez, 2014 

 

 

A. brasilense D-12A     

 

 

Mutante dgcD::Km
R
 de A. 

brasilense Sp245 

 

 

         Gamboa- Pérez, 2014 

 

 

 

XIII.2 Gen de interés a estudiar dgcD 

Los estudios in silico del contexto genético de A. brasilense Sp245 y de la cepa A. 

brasilense Sp7 ambas mostraron que rio arriba del gen dgcD, proteína con 946 a.a en 

(dirección 5’) se encuentra un gen que codifica para una proteína con función 

desconocida y río abajo (dirección 3’)  para la cepa Sp245 un gen que codifica para una 

oxidoreductasa yxnA no caracterizada, mientras que para la cepa Sp7 una 

deshidrogenasa de cadena corta (Fig. 16, 17). 
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Fig. 16. Mapa físico del gen dgcD de A. brasilense Sp245, que indica ubicación y sentido de la transcripción 
de cada gen: Contiene 4 dominios proteicos: Un dominio CHASE (Cyclases/Histidine kinases Associated 
Sensory Extracellular), un dominio PAS (Per- Arnt-Sim) (Caja de sensado) y los dominios GGDEF (Diguanilato 
ciclasa) y EAL (Fosfodiesterasa) implicados en la regulación del di-GMPc. Se ubica en el cromosoma 

bacteriano en AZOBR_100210, en el locus genético CCC97824.  

 

Fig. 17. Mapa físico del gen dgcD de Azospirillum Sp7, proteína de 928 a.a. de longitud. Indica ubicación y 

sentido de la transcripción de cada gen: Contiene 4 dominios proteicos: Un dominio 

CHASE  (Cyclases/Histidine kinases Associated Sensory Extracellular), un dominio PAS (Per- Arnt-Sim) (Caja 

de sensado) y los dominios GGDEF (Diguanilato ciclasa) y EAL (Fosfodiesterasa) implicados en la regulación 

del di-GMPc. Se indica el contexto genético río arriba una proteína hipotética y río abajo una deshidrogenasa 

de cadena corta. Se ubica en el cromosoma bacteriano en AMK58_05950 en el locus genético ALJ35004. 

XIII.3 Métodos  

XIII.3.1 Condiciones de cultivo 

Se usaron 4 cepas de A. brasilense. Las cepas silvestres Sp7 y Sp45. La mutante 12-A en 

el gen dgcD::KmR de A. brasilense Sp245 y la mutante-78 en el gen dgcD::KmR de A. 

brasilense Sp7. Se resembraron en medio mínimo K- Malato, se incubaran a 30°C, 

durante 18 h con agitación a 150 rpm y se realizó una identificación de morfología al 
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microscopio, se resembraron en medio líquido Luria-Bertani (LB) incubadas a 30°C, 

durante 18 h con agitación a 150 rpm. Se observaron células de forma vibroide, 

pleomorficas, con movilidad en espiral. También las cepas se sembraron en placas con 

medio rojo Congo (RC) para observar unas colonias redondas que toman un color rojo 

escarlata. Se obtuvieron los paquetes celulares, se lisaron para la extracción de DNA 

genómico y para  crioconservación de las cepas en glicerol.  
Para ensayos de movilidad, se utilizó Medio Difco (MD) para el precultivo y medio mínimo 

(Base K) al cual se le agregó el quimioatrayente (Lactato), (Malato), (Piruvato), 

(Succinato), (Fumarato), (Gluconato), (Glutamato), (Prolina) y (Fructosa) a una 

concentración de 34 mM, y el agar a una concentración de 0.25%, se incubaron a 30ºC 

(Carreño –López et al. 2009). 

Para los ensayos de la bíopelicula y EPS se utilizó medio Luria-Bertani modificado (LB*) 

para el precultivo, medio NFB (Nitrogen fixation biological) con ácido málico, 13.8 mM de 

nitrato de potasio (KNO3) o 13.8 mM de cloruro de amonio (NH4Cl) como fuentes de 

nitrógeno, con una relación de carbono/nitrógeno de 2 (Arruebarrena –di Palma et al. 

2013). 

El antibiótico utilizado fue: Kanamicina (Km) a 50 μg/ml. 

XIII.3.2 Extracción de DNA genómico (Sambrook et al. 1989) 

A partir de un cultivo en RC, se tomó 1 o 2 colonias en un tubo con 5ml de medio MD y se 

incubó de 16 - 18 h  30°C, con agitación a 150 rpm. Posteriormente se tomó 1 ml y se 

colocó en un tubo eppendorf para centrifugar a 10000 rpm por  2 min;  se decantó y se 

obtuvo el paquete celular y se agregó 567 µl de Buffer TE, 30 µl de SDS 20% y 3 µl de 

pronasa E (100 mg/ml). Se incubó 1 hora a 37ºC, se agregó 100 µl de NaCl 5M y 80 µl de 

una solución alcalina de CTAB al 10 % (10 gr de CTAB al que se  agregó 14 ml de NaCl 

5M y se llevó a 100 ml con agua destilada), se incubó 10 min a 65ºC y se agregó 500 µl 

de una mezcla cloroformo- alcohol isoamílico (24:1); se centrifugó 5 min a 12000 rpm. 

Se transfirió la fase superior (conteniendo el DNA) a otro tubo y se repitió el paso anterior  

agregando  nuevamente  500  µl  de  una  mezcla cloroformo isoamílico (24:1); se 

centrifugó 5 min a 12000 rpm. Se volvió a transferir la fase superior a otro tubo, para 

después agregar 2 volúmenes de EtOH 100%, se incubó a –20ºC durante 2 h; se 

centrifugó a 12000 rpm durante 5 min. Se descartó el sobrenadante y se lavó la pastilla 

con 600 µl de EtOH 70% para después centrifugar a 10000 rpm durante 5 min. Se 

descartó  el  sobrenadante  y se lavó la pastilla con 600  µl de EtOH 70%. Se centrifugó a 
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10000 rpm durante 5 min, se secó la pastilla a temperatura ambiente y se resuspendió en 

50 µl de buffer TE con RNAsa. Se mantuvo a –20ºC (Sambrook et al.1989). 

XIII.3.3 CONDICIONES PARA LA OBTENCIÓN DEL PRODUCTO DE PCR PARA EL 
GEN dgcD  

Para la amplificación del gen dgcD se realizó bajo las siguientes condiciones para la 

mezcla DNA 2 ng, tampón 1X, MgCl2 1.2 mM, dNTP´s 4 mM, iniciador delantero 0.5 μM, 

iniciador reverso 0.5 μM, buffer 2,5 µl, H2O 13 µl TaqPol  0.3 U, y DMSO 1X. Las 

condiciones de amplificación fueron: 95°C 10 min 1 ciclo, 95°C 30 seg, Tm 65°C 1 min, el 

tiempo de extensión a 71.7°C 1 min, 72°C 5 min, 30 seg, o 95°C 30 seg, 72°C 5 min, 30 

seg, 72°C 10 min, 4°C infinito. Fig. 18. 

         

Fig. 18. Programa de PCR  empleado para la obtención del amplificado del gen dgcD. Basado en (Gamboa-
Pérez, 2014). 

XIII.3.4 Ensayo de biopelícula 

Se inocularon 25 ml de medio LB* contenido en matraz Erlenmeyer de 125 ml, con 1-3 

colonias de Azospirillum crecido 3-5 días a 32 °C en medio RC. Se incubaron los 

erlenmeyers a 30°C y 150 rpm de 16 a 18 h. Para los cultivos de las cepas mutantes se 

les agregó el antibiótico. Se midió la densidad óptica (DO.) de los cultivos. Los cultivos 

debieron presentar una DO. (λ= 600 nm), de 1.1 a 1.4. Se transfirió 1ml a tubos eppendorf 

y se centrifugo a 8000 rpm por 3 min, se decantó el sobrenadante y se resuspendio con 

Buffer de Fosfatos (BF) estéril a 66 mM para llegar a una DO de 2.0, el volumen de BF se 

calcula de la siguiente manera: 

Vol. BF para re-suspender (ml.) = DO. cultivo puro / DO. deseada 
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De esa suspensión de DO. 2.0, se realizó una dilución 1:100 con medio fresco NFb con la 

fuente de nitrógeno NH4Cl o KNO3 (relación C/N =2). Se sembraron los pocillos en dos 

placas, en una se determinó la unión de biopelícula a Cristal Violeta (CV) y en la otra 

placa se determinó crecimiento de biopelícula, se inocularon con 2  ml. Se agitó con 

vortex para homogenizar la muestra y se colocó en cada pozo. Se selló la placa de cultivo 

celular y se colocó en la incubadora dentro de una cámara húmeda, por 5 días a 32°C. 

Transcurridos los días, se colocó a la placa 500 µL de una solución de CV al 0.5 % sobre 

el cultivo. Se mantuvo por 40 min. Se retiró cuidadosamente el CV, haciendo la rutina de 

lavado igual para cada placa de cultivo celular, de la siguiente manera: se desechó el 

contenido de los pozos vertiéndolo lentamente sobre un recipiente con agua; segundo se 

enjuago lentamente la placa en agua desmineralizada y se vacío el contenido; mediante  

lavados se eliminó el exceso de CV, se hicieron 1 a 2 lavados. 

Se dejó la placa invertida sobre papel absorbente. Finalmente se extrajo el CV adherido a 

la biopelícula del pozo con una solución de ácido acético al 33% con agua 

desmineralizada, con 2 ml para cada pozo, se realizó la correspondiente dilución para 

lectura con 200µl a una placa de Elisa de 96 pozos y se midió al espectrofotómetro a una 

longitud de onda de 595 nm. 

Para la placa de determinación de crecimiento de biopelícula, previamente cultivada, se 

selló con papel parafilm, cubriendo pozo por pozo, se colocó la tapa, se aseguró con cinta 

―masking-tape‖ y se  sonicó, previamente preparado con agua destilada y hielo, se  

mantuvo en frio 1 h. Se resuspendio con pipeta cada pozo, se realizó la correspondiente 

dilución para lectura al pasar 200µl de cultivo a una placa de Elisa de 96 pozos y se midió 

al espectrofotómetro a 600 nm. Se realizaron 3 ensayos independientes con 3 

pseudoreplicas por cada medio en cada ensayo. 

XIII.3.5 Unidades Formadoras de Colonias (UFCs) para estandarización del ensayo 
de Movilidad 

De una caja de RC, previamente cultivada, se tomó de 2 a 3 colonias uniformes y se 

inocularon en un tubo con 5 ml de MD y se incubó a 30°C, 18 h con agitación a 150 rpm. 

Para la cepa mutante los cultivos se les agrego el antibiótico. Transcurrido este tiempo se 

midió la DO. (λ= 600 nm). Se ajustó la DO. para que ambas cepas tengan la misma y en 

fase exponencial, se hicieron diluciones seriadas en tubos eppendorf, colocando 100µl de 

la muestra y 900µl del medio, se agitó antes de pasar cada muestra. Cada transferencia 
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correspondía a una dilución de 1 en 10 hasta alcanzar la dilución 10-7 (10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 

10-5 y 10-6, 10-7). Se sembraron  5  gotas de 10 µl  en placa de RC, para las cepas 

mutantes con antibiótico (se colocaron gotas para cada dilución a partir de 10-4, 10-5 y 10-6, 

10-7). Se agitó vigorosamente antes de colocar cada gota. Las cajas de RC se dividieron 

en 4 zonas y se marcaron con las respectivas diluciones y la cepa. Se dejó secar el 

inoculo sobre la placa. Se incubó 48 h. a 32°C en condiciones estáticas en atmósfera 

húmeda. 

Se contaron las colonias en la dilución más apropiada, colonias aisladas. Obteniendo los 

tubos ajustados, se tomaron 15 µl del cultivo y se inocularon en matraces que contenían 

12 ml de MD en matraces de 50 ml y se a incubó a 30°C, con agitación a 150 rpm, 

durante 14, 16, 18 y 20 h. y se prosiguió a repetir la técnica para obtener UFC/mL 

ajustadas con determinada DO. en matraz.    

XIII.3.6 Ensayo de Movilidad 

De una caja de RC, previamente cultivada, se tomaron de 2 a 3 colonias uniformes se 

inocularon en un tubo con 5 ml de MD y se incubó a 30°C, 18 h con agitación a 150 rpm. 

Se tomaron 20 µl, para observarlas en el microscopio, asegurándose que sean móviles. 

Posteriormente se tomaron de 12 a 15µl del cultivo e inocularon en matraces (50 ml) que 

contenían 12 ml de MD, se incubaron a 30 °C, con agitación a 150 rpm, 18 horas. Para la 

cepa mutante los cultivos se les agrego su respectivo antibiótico. Transcurrido este tiempo 

se midió la DO. (λ= 600 nm), que está aproximadamente entre 1.1-1.3, el cultivo 

bacteriano se encuentra en fase exponencial. Esta densidad óptica fue estandarizada en 

MD, y se obtuvo aproximadamente, un número de UFC/mL de 2-3 x108. 

Se preparó la base-K, dependiendo del volumen a utilizar y se midió el pH a 7, se ajustó 

con HCl 1N. Se agregó el atractante a evaluar, en la base-K, se midió el pH y se ajustó 

entre 6.8-6.9. Los medios preparados se esterilizaron a 15 Lb, a 121°C, 20 min, excepto 

fructosa, se esterilizo a 5 Lb  por 30 min. 

Cuando el medio está a 45°C se adicionaron el resto de las soluciones. Se debe verter el 

medio en las placas y se dejaron ligeramente abiertas con el mechero encendido 5 min, 

para disminuir la condensación de agua en la tapa. Se inocularon con 5µl para cada cepa 

que contiene 5 x105 a 106 UFC, se cerró la placa y se incubó a 30°C con atmosfera 

húmeda evitando agua de condensación en la tapa. Se midieron los halos quimiotácticos 

a las 24 y 48 horas. Se realizaron 3 ensayos independientes.   
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XIII.3.7 Ensayo de EPS 

Se inocularon 25 mL de medio LB* contenido en matraz Erlenmeyer de 125 ml, con 1-3 

colonias de Azospirillum crecido 3 días a 30°C en medio RC. Se incubaron los Erlenmeyer 

a 30°C y 150 rpm de 16 a 18 h. Para la cepa mutante los cultivos se les agrego su 

respectivo antibiótico. Se midió la DO. λ= 600 nm  de 1.1 a 1.4. 

Se centrifugó a 8000 rpm por minuto 1 ml del cultivo y se resuspendio con BF a 66mM  

para obtener una DO. 2.0, el volumen de BF se calcula de la siguiente manera: 

Vol. BF para re-suspender (ml) = DO. cultivo puro / DO. deseada 

De esa suspensión que poseía una DO. 2.0, se realizó una dilución 1:100 con medio 

fresco NFb con la fuente de nitrógeno de NH4Cl o KNO3 (relación C/N =2). Se sembraron 

en tubos con 3 ml de medio, se agitó vigorosamente. 

Se colocaron los tubos en la incubadora en condiciones estáticas, en cámara húmeda, 

durante 5 días a 32°C. Se tomó 1 ml del medio para determinación de proteínas por el 

método de Bradford. Se recolectaron las células y EPS por centrifugación a 10000 rpm 

por 3 minutos, se decantó el sobrenadante y se lavó el paquete celular con 1 ml de medio, 

se resuspendió el paquete ya lavado, en 1 ml de medio NFb (KNO3 o NH4Cl) y se agregó 

RC 40 µg/ml. Se incubó 2 h a 32 °C en agitación a 200 rpm. 

Se recolectaron las células y los EPS por centrifugación a 13 000 rpm por 5 min y el  

sobrenadante se leyó a 490 nm. Se realizaron 3 ensayos independientes con 3 

pseudoreplicas por cada medio en cada ensayo.  

XIII.3.8 Determinación de proteínas totales para el Ensayo de EPS 

Transcurridos los 5 días, se tomó 1 ml de las  muestras a estudiar, y se centrifugo a 8,000 

rpm, después se resuspendio en 50 µl de agua estéril, se agitó vigorosamente para 

finalmente hervir en baño María por 5 min. Se determinó por medio de la técnica de 

Bradford utilizando el reactivo de BioRad con albumina sérica bovina como estándar 

(Bradford, 1976). 
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XIV. RESULTADOS 

XIV.1 Análisis in silico 

XIV.1.1 Análisis de la secuencia de DgcD 

Se analizó la secuencia del gen dgcD con 2,841 bp  que codifica para una proteína de 946 

aminoácidos. Se ubica en el cromosoma bacteriano en AZOBR_100210, en el locus 

genético CCC97824, se realizó el análisis en BLAST (Fig. 19 y 20). 

MGALEGRRSGVTGSFGTAMQRSSSPDPIDLAPSGSAADSVAVPKRLPLLALLAALLLTALAWHDTRQRVAADA

ESRFALRVEELHRRFENQIQVYVQVTRSAAALFTAYPEVKRTEWNRFVDGLHLAERFPGITAVAFARVADQWT

SPELVTEARMDGLRNFRIWPESTGPVRLVTLYAAPVNERTLRTLGYDLLSEPVRRAAAEQARDSGEPAVTRAV

ALRLDEGEASPPAFIVFQAVYRDGLSPATQERRRATFAGLVMTPIHVAPLAESVFGRMNDIAATVFEGRREFP

LYRSRPEPSEQPLLTASRDVTLGSRVWSVQYESRPSFEDAVDSWKPTLVLATGLSLSVLLSTLLWALAATRDR

ALVIARRITTSLRRRETELDLLFNQAPLGIALIGPDAKITDCNPAFARAVGVGRDGLIGIDTKLRAQDPAVIA

AIDAAIAGESVRLEVDRLLLAGGRHSHFSLHLQPVSTPGDPPFVMAFVEDIGDKRRAEQHIHYLAHYDPLTGL

PNRVLLFDRIAQAARQARRDGGKVAVLFIDLDHFKVINDSLGHSFGDEVLRSVARRLHGGMRPTDTVGRLGGD

EFLIVVPAIQKAAEAAAVAEKVLAQLAAPFAIGGRNFVVSPSIGISLFPDDAEDAEGLIRCADIAMYNAKDAG

RNAYRFVTREMGARSRERLDLEAALRRALQNRELFLVYQPQLRISDDLVVGVEALLRWRHPEAGLIMPNRFLP

VAEETGLIQPIGDWVLDEVCAQIGRWRDQIGLAVPVAVNVSAQQFRDGQLPAKVAAALDRNGLQGWELEIEVT

EGTLIDDIPSAIATLRALKQRGCLIALDDFGTGYSSLNYLHRFPIDKLKIDRSFIHDLEQDGAGDSIPRAIVG

LGRSLGLSVVAEGVETEAQLQLLRSLKCESFQGYLFSRPVLAEE 

 

Fig. 19. Secuencia de aminoácidos de la proteína de DgcD. Se representan con colores donde comprende 

cada dominio. Dominios TMD de 16 y 24 a. a. (letras rojas con amarillo), dominio CHASE de 189 a. a. (letras 

rojas con gris), dominio PAS de 64 a. a. (letras rojas con azul), dominio GGDEF de 173 a. a. (letras negras 

con amarillo), dominio EAL de 247 a. a. (letras negras con verde). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 20. Secuencia del producto de traducción de la secuencia localizada en el cromosoma bacteriano 
AZOBR_100210  de A. brasilense Sp245. Se indica los aminoácidos característicos del domino de DGC y 
PDE, así como la predicción del dominio CHASE y el dominios de señalización PAS. 
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XIV.1.2 Análisis de los dominios de la proteína 

Siguiendo con el análisis bioinformático se utilizaron diferentes programas para verificar 

los dominios que contiene la proteína. En las siguientes figuras se representa la 

secuencia de aminoácidos y dominios que posee y predice en que aminoácido empieza y 

termina cada dominio (Fig. 21, 22, 23 y 24). 

 

 

 

 

Fig. 21. Esquema de los dominios conservados que predice el análisis en Smart protein, los que ocurren en la 
secuencia de aminoácidos de la DgcD. Contiene 4 dominios: el dominio CHASE  (Cyclases/Histidine kinases 
associated sensory extracellular), un dominio PAS (Per- Arnt-Sim) (Caja sensora) y los dominios GGDEF 
(Diguanilato  ciclasa) y EAL (Fosfodiesterasa) implicados en la regulación del di-GMPc. 
 

Fig. 22. Tabla de los dominios conservados de la proteína DgcD que predice Smart protein, donde arroja en 
que aminoácido empieza y termina cada dominio. 

 

 

 

 

 

Fig.  23. Esquema de los dominios que predice el análisis en Pfam, que ocurren en la secuencia de 

aminoácidos de la dgcD. También predice que contiene 4 dominios: Un dominio CHASE (Cyclases/Histidine 

kinases Associated Sensory Extracellular), un dominio PAS (Per- Arnt-Sim) (Caja sensora) y los dominios 

GGDEF (Diguanilato  ciclasa) y EAL (Fosfodiesterasa) implicados en la regulación del di-GMPc. 
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Fig 24. Esquema de los dominios conservados que predice el análisis en MiST 2.2, que ocurren en la 
secuencia de aminoácidos de la DgcD. También predice que contiene 4 dominios proteicos: Un dominio 
CHASE (Cyclases/Histidine kinases associated sensory extracellular), un dominio PAS (Per- Arnt-Sim) 
(Sensory box) y los dominios GGDEF (Diguanylate cyclase) y EAL (Phosphodiesterase) implicados en la 

regulación del di-GMPc. 

 

Basándonos en la tabla anterior, predice que la proteína DgcD contiene dominios 

transmembrana (TMD) que flanquean el dominio CHASE, por lo cual se continuo el 

análisis de la proteína (Fig. 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 25 Análisis de la proteína DgcD por fragmentos donde arroja dos posible dominio transmembrana y el 
dominio CHASE que comienza en el  aminoácido 339 y termina en el aminoácido 361 (barra color azul). 
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XIV.1.3 Predicción de regiones TMD. 

Siguiendo con el análisis in silico, se buscó en diferentes programas, donde se confirman 

las regiones TMD en la proteína DgcD. 

En las figuras se muestra el resultado que vierten los diferentes programas, e indican las 

regiones TMD (Fig. 26, 27, 28 y 29). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

 

Fig. 26. Análisis de regiones transmembrana en la herramienta Expasy Protscale basando en la escala Kyte 

and Doolittle que asigna un valor a los aminoácidos, entre más positivo es más  hidrofóbico. Se marcaron los 

a.a  que son parte de los dominios TMD (cuadro negro). Se analizó fragmento de la proteína para observar 

con precisión los picos (cuadro rojo). 

  

 

 



 
58 

 

 
  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

Fig. 27. Análisis de la proteína en la herramienta ProtParam, se predice el peso molecular de la proteína, el 

punto isoeléctrico y el porcentaje del contenido de cada aminoácido. Se marcaron los aminoácidos que 

contienen los dominios TMD (cuadro negro). 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 28. Análisis de la proteína en la herramienta Phobius Prediction, predice en que región se encuentra cada 

dominio, se representa los picos de regiones TMD. (Color gris). 
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Fig. 29. Análisis de la proteína en la herramienta Expasy TMHMM. También predice en que región se 

encuentra cada dominio, e indica los picos representando los dominios TMD.  

 

XIV.1.4 Alineamientos 

XIV.1.4.1 Alineamiento de la proteína DgcD con proteínas con porcentaje de 

identidad similar 

Se analizó la secuencia de la proteína DgcD y se determinó el porcentaje de similitud del 

60-96% con otras proteínas de Azospirillum de otras cepas y especies. A. brasilense Sp7 

96% (AMK58_05950), A. brasilense AZ39 89% (ABAZ39_08550), A. lipoferum 4B 59% 

(AZOLI_p50272), A. thiophilum DSM 21654 58% (VY88_26230), A. thiophilum BV-S 58% 

(AL072_29150), A. lipoferum B510 60% (AZL_e01830). 

Por lo cual se realizó el alineamiento en el programa Clustal W y se indican los 

aminoácidos que están conservados haciendo énfasis en los dominios DGC (GGDEF) y 

PDE (EAL) que son importantes para la regulación del di-GMPc (Fig. 30 y 31). 

    
   ABAZ39_08550      NRVLLFDRIAQAAREARRDGARVAVLFIDLDRFKIINDSLGHSFGDEVLRSVARRLHGAM 
DgcD              NRVLLFDRIAQAARQARRDGGKVAVLFIDLDHFKVINDSLGHSFGDEVLRSVARRLHGGM 

AMK58_05950       NRVLLFDRIAQAARETRRDGGKVAVLFIDLDRFKVINDSLGHSFGDEVLRSVARRLHGGM 

VY88_26230        NRVLLYDRIAQALREARRDGSKLAVLFIDLDRFKVINDSLGHSFGDEVLRSVARRLQAGL 

AL072_29150       NRVLLYDRIAQALREARRDGSKLAVLFIDLDRFKVINDSLGHSFGDEVLRSVARRLQAGL 

AZOLI_p50272      NRVLLFDRIAQALREARREGSKVAVLFIDLDRFKVINDSLGHSFGDEVLRSVARRLQAGL 

AZL_e01830        NRVLLYDRIAQALREARRDGTKVAVLFIDLDRFKIINDSLGHSFGDEVLRSVARRLQAGL 

                  *****:****** *::**:* ::********:**:*********************:..: 

 

 

 

SITIO A UNION GUANINA  
GUGUANINA 
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ABAZ39_08550      RPSDTVGRLGGDEFLIVVPNIETPGVAAAVAEKVMAQLAAPFTIGGRNFVVSPSIGISLF 

DgcD              RPTDTVGRLGGDEFLIVVPAIQKAAEAAAVAEKVLAQLAAPFAIGGRNFVVSPSIGISLF 

AMK58_05950       RPTDTVGRLGGDEFLIVVPAIRKPEEAAAVAERVLAQLAAPFAIGGRNFVVSPSIGISLF 

VY88_26230        RESDTVGRLGGDEFLIVARRVTEPGDAARVAEKVVAHLASPFTVGGQNFVVTPSIGISLY 

AL072_29150       RESDTVGRLGGDEFLIVARRVTEPGDAARVAEKVVAHLASPFTVGGQNFVVTPSIGISLY 

AZOLI_p50272      RESDTVGRLGGDEFLIVLRRVIEPEDAARVAEKVVAHLASPFTVGGQNFVVTPSIGISLY 

AZL_e01830        RDSDTVGRLGGDEFLIVLRRVTEPADAARVAEKVVAHLASPFPVGGQSFVVTPSIGISLY 

                  * :**************   :     ** ***:*:*:**:** :**:.***:*******: 

 

 

ABAZ39_08550      PDDAEDAEGLIRCADIAMYNAKDAGRNAYRFVTREMGARSRERLDLEAALRRALQNRELF 

DgcD              PDDAEDAEGLIRCADIAMYNAKDAGRNAYRFVTREMGARSRERLDLEAALRRALQNRELF 

AMK58_05950       PDDAEDAEGLIRCADIAMYNAKDAGRNAYRFVTREMGARSRERLDLEAALRRALQNRELF 

VY88_26230        PDDADDPEGLIRCADIAMYHAKEQGRNGFRFVTREMGAKSRERMDLEGSLRRAIREGELF 

AL072_29150       PDDADDPEGLIRCADIAMYHAKEQGRNGFRFVTREMGAKSRERMDLEGSLRRAIREGELF 

AZOLI_p50272      PDDADDPEGLIRCADIAMYHAKENGRNGFRFVTKEMGARSRERMDLEGSLRDAIREGQLF 

AZL_e01830        PDDADDAEELIRCADIAMYHAKEQGRNGFRFVTREMGAKSRERMDLEGSLRRAIREGQLF 

                  ****:* * **********.**: ***.:****:****:****:***.:** *::: :** 

 

ABAZ39_08550       LVYQPQLRISDDLVVGVEALLRWRHPEAGLIMPNRFLPVAEETGLIQAIGDWVLDEVCAQ         
DgcD               LVYQPQLRISDDLVVGVEALLRWRHPEAGLIMPNRFLPVAEETGLIQPIGDWVLDEVCAQ 

AMK58_05950        LVYQPQLRISDDLVVGVEALLRWRHPEAGLIMPNRFLPVAEETGLIQAIGDWVLDEVCAQ 

VY88_26230         LVYQPQVDTLTGRIVGLEALIRWRHPEEGTVLPGRFLPVAEETGLVLAMGDWVLFEACAQ 

AL072_29150        LVYQPQVDTLTGRIVGLEALIRWRHPEEGTVLPGRFLPVAEETGLVLAMGDWVLFEACAQ 

AZOLI_p50272       LVYQPQVDTLTGRIVGLEALIRWRHPEEGLILPGRFLPVAEETGLVLAMGDWVLFEACAQ 

AZL_e01830         LVYQPQVDTLTGRIVGLEALIRWRHPEEGLILPGRFLPVAEETGLVVAMGDWVLFEACAQ 

                  ******:      :**:***:****** * ::* ***********:  :***** *.*** 

 

 
 

ABAZ39_08550      IRRWHDQIGLTVPVAVNVSAQQFRDGQLPAKVDAALDRNGLQGWELEIEVTEGTLIDDIP 

DgcD              IGRWRDQIGLAVPVAVNVSAQQFRDGQLPAKVAAALDRNGLQGWELEIEVTEGTLIDDIP 

AMK58_05950       IRRWRDQIGLTVPIAVNVSAQQFRDGQLPAKVATALDRNGLQGWELEIEVTEGTLIDDVP 

VY88_26230        IRRWRTRFNLSVPVAINVSGAQFRDGHLPAKVARALDANGLSGPELEIEVTESSLIDDVE 

AL072_29150       IRRWRTRFNLSVPVAINVSGAQFRDGHLPAKVARALDANGLSGPELEIEVTESSLIDDVE 

AZOLI_p50272      IRRWRARFDLSVPVAVNVSGAQFRDGQLPAKVARALDANGLSGPELEVEVTESTLIDDVE 

AZL_e01830        IRRWRQRFDLSVPVAVNISGAQFRDGQLPAKIAHALDVHGLSGPELEIEVTESTLIGDVE 

                  * **: :: *:**:*:*:*. *****:****:  *** .**.* ***:****.:** *:  

 

 

 

ABAZ39_08550      SAIATLRALKQRGCLIALDDFGTGYSSLNYLHRFPIDKLKIDRSFILDLEQDGTGDSIPR 

DgcD              SAIATLRALKQRGCLIALDDFGTGYSSLNYLHRFPIDKLKIDRSFIHDLEQDGAGDSIPR 

AMK58_05950       SAIATLRALKQRGCLIALDDFGTGYSSLNYLHRFPIDKLKIDRSFIHDLEQDGAGDSIPR 

VY88_26230        AAAETLAALKRRGVLIALDDFGTGYSSLSYLHRLPIDKLKIDRSFIHDLSTGASNTSVPR 

AL072_29150       AAAETLAALKRRGVLIALDDFGTGYSSLSYLHRLPIDKLKIDRSFIHDLSTGASNTSVPR 

AZOLI_p50272      SAAATLGALKQRGVLIALDDFGTGYSSLSYLHRLPIDKLKIDRSFIHDLSTGASDASVPR 

AZL_e01830        AAAATLMALKERGVLIALDDFGTGYSSLSYLHRLPIDKLKIDRSFIRDLATGDSDASVPR 

                  :*  ** ***.** **************.****:************ **    :  *:** 

 

 

 

ABAZ39_08550      AIVGLGRSLGLSVVAEGVETEAQLQLLRSLKCESFQGYLFSRPVLAEELEPILALRATRG 

dgcD              AIVGLGRSLGLSVVAEGVETEAQLQLLRSLKCESFQGYLFSRPVLAEELEPILALRAARG 

AMK58_05950       AIVGLGRSLGLSVVAEGVETEAQLQLLRSLKCESFQGYLFSRPVLAEELEPILALRAARG 

VY88_26230        AIVGLGRSLGLSVIAEGVETQEQLQLLRDLSCESYQGYLFSRPIPVEEVERMLGRLDARE 

AL072_29150       AIVGLGRSLGLSVIAEGVETQEQLQLLRDLSCESYQGYLFSRPIPVEEVERMLGRLDARE 

AZOLI_p50272      AIVGLGRSLGLSVIAEGVETQEQLQLLRDLSCESYQGFLFSRPVPAEEVERLLARQGAAQ 

AZL_e01830        AIVGLGRSLGLSVIAEGVETQEQLQLLRDLACESYQGFLFSRPIPADEVERLLGGKTLAP 

                  *************:******: ******.* ***:**:*****: .:*:* :*.       

SITIO 
CONSERVADO  

SITIO 

 UNION  

METAL 1 

SITIO I SITIO  ACTIVO  A 
AACCONSERVADCON

SITIO 
ACTIVO 

SITIO 

 UNION  
METAL 4 

 LOOP 

SITIO 1 UNION DE 

dI-GMPc 

SITIO 

 UNION  
METAL 2 

SITIO 
UNION 

METAL 3 

SITIO 

 UNION  
A H20 

SITIO 2 UNION DE 

dI-GMPc 



 
61 

 

 

 

Fig. 30. Alineamiento de la proteína DgcD con proteínas de Azospirillum que tienen un porcentaje de similitud 

de aminoácidos similar a la proteína de estudio. Se marcaron los aminoácidos que son importantes para  

función de fosfodiesterasa incluyendo. Dominio PDE: El motivo característico EAL (rojo), sitio de unión a di-

GMPc 1 (amarillo), Sitio de unión a metal 1 (verde lima), sitio de unión a metal 2 (gris bajo), sitio de unión a 

metal 3 (verde), sitio activo (A) (verde), loop 6 (turquesa), sitio de unión a H2O (amarillo con rojo), sitio de 

unión a metal 4(rojo con verde), sitio de unión a di-GMPc 2 ( azul con amarillo). Se observa que los 

aminoácidos en todas las proteínas están conservados (programa utilizado Clustal W). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 31. Filogenia donde se muestra la proteína DgcD con otras proteínas de Azospirillum diferentes en 

especie y cepa, se puede observar que la proteína de estudio tiene un parentesco con estas especies 

concluyendo que hay una relación evolutiva entre este grupo. 

XIV.1.4.2 Alineamientos de dominios probables DGCs incluyendo la proteína DgcD 
(Azobr_100210) con motivo GGDEF de PleD de C. crescentus CB15 y WspR de 

Pseudomonas  aeruginosa 
 

Se alineo el dominio DGC (GGDEF) de DgcD con los dominios de otras proteínas de A. 

brasilense que también poseen el dominio característico con las proteinas que se tienen 

los datos de los cristales y con función DGC PleD de C. crescentus CB15 y WspR de P. 

aeruginosa. Este análisis permite predecir si la proteína tendría función de DGC. En el 

resultado podemos observar que se encuentran conservados los aminoácidos importantes 

para la función de dominio, por lo que  presuntamente la proteína funciona como DGC 

(Fig. 32). 

Azobr_40216       ----RRRTQDDLFRLAYYDPVTGLANRLLLVKHM----ADFHGMGEPFTLVIVDFDRFVD 

Azobr_p1170039    ----RRRTQDDLFRLAYYDPVTGLANRLLLVKHM----ADFHGMGEPFTLVIVDFDRFVD 

Azobr_180308      ----VKAAEDRMAWLAHFDPLTGFPNRVQFHQALERAMEIVRRSGGGLSLLLLDFDGFKE 

Azobr_200121      ----RMRHERELLRLATRDRLTGLPNRALIESLLDTSIERARRHGRRFAVLCLDLSRFKL 

Azobr_p410089     ----RKRAEERIRHMAHHDLLTGLPNRSLFLDRLNGALASAGRARTGVAVLYLDLDRFKA 

Azobr_p440044     ----RKYQEHQIRYQASFDRLTDLPNRWLVCERLEEAIVRAQRMRTKVAVAFLDLNRFKQ 

Azobr_100210      ----KRRAEQHIHYLAHYDPLTGLPNRVLLFDRIAQAARQARRDGGKVAVLFIDLDHFKV 

Azobr_40391       ----KRAQEERIRHLAQYDFLTDLPNRFLLRDRLERAMLAADRHGTKVGLLFVDLDRFKT 

pleD              -TDYLRNNLDHSLELAVTDQLTGLHNRRYMTGQLDSLVKRATLGGDPVSALLIDIDFFKK 

WspR              QQQLLDTNL-VLQRLMNSDGLTGLSNRRHFDEYLELEWRRAMRDQTQLSLLMIDVDFFKT 

                                      * :* : **  .   :             .    :*.. *   
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Azobr_40216       VRTSLGQSFANEILTDVATRLSVRA-----GSVDLIARISDHAFALLIGGTQDPLAVEER 

Azobr_p1170039    VRTSLGQSFANEILTDVATRLSVRA-----GSVDLIARISDHAFALLIGGTQDPLAVEER 

Azobr_180308      VNDQFGHAAGDELLAGIARRLREALSDGVLGPIVTAARLGGDEFAILVEER-DGGEVTDL 

Azobr_200121      ITDTLGHHAGDLLLQEVASRIVVTV-----RASDTVGRIGTDDFAVILDEVGEAKEAEVA 

Azobr_p410089     VNDLLGHPAGDRLLQEMARRMLEAV-----PSHDTVARLSGDEFAVLH-RIAQPGEALAL 

Azobr_p440044     VNDTLGHHAGDDLLKLVAKRLRNCT-----RVSDTVGRLGGDEFLIVAPDAVDRAAGARL 

Azobr_100210      INDSLGHSFGDEVLRSVARRLHGGM-----RPTDTVGRLGGDEFLIVVPAIQKAAEAAAV 

Azobr_40391       INDSLGHGVGDRLLRAVGARLLGTV-----RASDTVSRQGGDEFVILVNDLDGPDAACSV 

pleD              INDTFGHDIGDEVLREFALRLA-SN----VRAIDLPCRYGGEEFVVIMPDTALA-DALRI 

WspR              YNDSFGHVEGDEALRKVAATIREAS----SRPSDLPARYGGEEFALVLPNTSPG-GARLV 

                        :*:  .:  *  ..  :                * . . * ::      

Azobr_40216       LTTI-ASLVRSAKTASGAS--VFLSASIGVAA-SCDTHTRPEDVLRDAEIATGRAREQGG 

Azobr_p1170039    LTTI-ASLVRSAKTASGAS--VFLSASIGVAA-SCDTHTRPEDVLRDAEIATGRAREQGG 

Azobr_180308      LDRM-ARVTADPFPLGGVR--HRVSVSIGIAR-HPDHGNGVEELMRMADLAMYRAKEQGG 

Azobr_200121      AQRI-LAAFDEPVLLMGTE--HYVRPSIGIAL-FPDHADSAQELIRSADTALYAAKRAGG 

Azobr_p410089     ADRL-VKALGAPAELDGQR--MVVGTSVGIAL-FPQDGSSAEALLQHADTALYRAKSEGR 

Azobr_p440044     VEKV-LYSMGEPFAVHNQE--LFCGASIGVAF-FPDDGETADQLLRNADLAMYHAKRNPE 

Azobr_100210      AEKV-LAQLAAPFAIGGRN--FVVSPSIGISL-FPDDAEDAEGLIRCADIAMYNAKDAGR 

Azobr_40391       ARKV-LRAMTESFPVDGHE--LQISPSIGIAL-YPDDATTIDALLKCADMAMYAAKEAGR 

pleD              AERIRMHVSGSPFTVAHGREMLNVTISIGVSATA-GEGDTPEALLKRADEGVYQAKASGR 

WspR              AEKLRMAVAALKIPHIAPTEGSSLTISIGLSTMTPQQGTDCRQVIVAADKGLYTAKHNGR 

                       :                      *:*::            ::  *: .   *:       

 

                    

               Sitio activo A GGDEF 

                  Sitio no conservado o degenerado 

                   Sitio I 

                  Sitio A 

                  Sitio unión Guanina 

 

Fig. 32. Alineamiento de los dominios DGCs de la proteína DgcD con otras proteínas de A. brasilense que 

también tienen este dominio proteico y con las proteínas pleD de Caulobacter crescentus CB15 y WspR de 

Pseudomonas  aeruginosa caracterizadas con función de diguanilato ciclasa. Se observa que 6 de las 10 

proteínas incluyendo la proteína de estudio DgcD tienen conservado el motivo característico GGDEF que 

actúa como sitio activo (A) (color rojo) ya que en las otras proteínas en 2 esta degenerado cambiando solo un 

aminoácido y en las otras 2 no está conservado. También se marcaron los aminoácidos que son importantes 

en función el dominio. Sitio Inhibitorio (I) (color verde lima), sitio A (color gris), sitio unión a guanina (color 

fucsia), sitios no conservados o degenerados (color turquesa). Se observa que la proteína de interés DgcD 

tiene conservados todos los aminoácidos (programa utilizado Clustal W). 

 

XIV.1.4.3 Alineamientos de dominios presuntas PDEs  incluyendo la proteína DgcD 

(Azobr_100210) con el motivo EAL y  PDE RocR de P. aeruginosa   

  

Se alineo el dominio de fosfodiesterasa (EAL) de  DgcD con los dominios de otras 

proteínas de A. brasilense  las cuales  también poseen este dominio característico y 

primordialmente con la proteína que ya fue cristalizada y está caracterizada con función 

de PDE, RocR de P. aeruginosa. Este análisis es con el fin de predecir si la proteína 
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podría estar actuando como PDE, regulando la degradación del di-GMPc. Se observa que 

se encuentran conservados los aminoácidos importantes para la función de dominio, lo 

cual se predice que la proteína también tendría función de PDE (Fig. 33). 

Azobr_30001       RKAALPAEWTRL---LAGLSVAFQPIVQMRTGR---CHGMEALLRGLERS-PFASPNDLL 

RocR              AELPSVADVVRG-LDNGEFEAYYQPKVALDGGG---LIGAEVLARWNHPHLGVLPPSHFL 

Azobr_40391       ERMWLESNLRHA-LADNELELHFQPQFAVDGRR---LVGAEGLLRWRRRDGTMIPPGQFI 

Azobr_180308      ERARLRSLLAGA-LERGEFHLVYQPLTEAAGGR---PVGVEALLRWNPAGGAPVPPSTFI 

Azobr_100210      ERLDLEAALRRA-LQNRELFLVYQPQLRISDDL---VVGVEALLRWRHPEAGLIMPNRFL 

Azobr_p410089     ARRGLERDLRQA-LSDGALSVHYQPLEDCRTHR---ILGFEALVRWNHPERGMIPPSEFV 

Azobr_40216       EQVRLEHDLRRALERGEELWVAYQPIVEMVTGG---LAGFEALVRWNHPERGNIPPGVFI 

Azobr_p1170039    EQVRLEHDLRRALERGEELWVAYQPIVEMVTGG---LAGFEALVRWNHPERGNIPPGVFI 

Azobr_p440044     FTLGLESDLRRAAATGEEFALHFQPKVDMPQRGFHRVIGAEALIRWHHPVRGLVSPAEFI 

Azobr_200121      RHLALDRDLRAA-LARGEFQLHYQPKVSLIDQS---LEGFEALLRWDKPGFGMISPGEFI 

                                    :   :**             * * * *          *  :: 

 

Azobr_30001       DAACMQGLLAEVECALHAKAVAAFRALDHWPNAKLF--------LNIDARVVGVAGSPWL 

RocR              YVMETYNLVDKLF-WQLF---SQGLATRRKLAQLGQ---PINLAFNVHPSQLGS---RAL 

Azobr_40391       PVAEDTGLIQPIGDWVLG---EACRRAADLLARGHP----ILIAINLSAVQLRR---PGL 

Azobr_180308      PLCEDSGLILPIGRWVLE---TACRQLRRWQEEGHG---ELEFAVNLSPRQLRD---PAL 

Azobr_100210      PVAEETGLIQPIGDWVLD---EVCAQIGRWRDQIGL---AVPVAVNVSAQQFRD---GQL 

Azobr_p410089     PLAEESGLVMQLGEFVLR---TACRDARNWPDPVK-------VAVNLSPIQFRH---SDL 

Azobr_40216       PIAESTGLIVTLGAWVLR---EACRQIAAWQDQRLPGSANLFMSINLSTRQLND---PDM 

Azobr_p1170039    PIAESTGLIVTLGAWVLR---EACRQIAAWQDQRLPGSANLFMSINLSTRQLND---PDM 

Azobr_p440044     PLAEETGLIWEIGAWTLR---EACGRLAGWLAAGLD---IASVSVNLSPRQFQD---ARL 

Azobr_200121      PVAEDTGFIVPLGDWVLD---EACRQLREWIDRGLE---PVPVAVNISPRHLRQ---RSA 

                           ::  :                                .*:    .      

   Azobr_30001       APFAPAPFAPDGGAPDPRLTISLEISERRELIDRYRQAGIGVALDDFGVGFAGL 
RocR              AENISALLTE-FHLP--PSSVMFEITETGLILVRLRIMGCGLAMDDFGAGYSSL 

Azobr_40391       ADRVAFWLDA-YKVP--ARCLELEVTESVLMFARLREMGVALAIDDFGTGYSSL 

Azobr_180308      VDNVRGALAA-TGIE--PSRLVLEVTEGLLILTRLKELGVRLALDDFGTGYSSL 

Azobr_100210      PAKVAAALDR-NGLQ--GWELEIEVTEGTLILRALKQRGCLIALDDFGTGYSSL 

Azobr_p410089     PATILGILEE-EGLP--PHRLEIEVTEGVMILTALKAAGVRIALDDFGTGYSSL 

Azobr_40216       VSLVREVLRE-TGAE--PSWIKLEITESAVMLQTLRGLGIKMSIDDFGTGYSSL 

Azobr_p1170039    VSLVREVLRE-TGAE--PSWIKLEITESAVMLQTLRGLGIKMSIDDFGTGYSSL 

Azobr_p440044     VNFVRDVVER-SGVP--PERLELELTEGAMILHGLKGIGIRLSIDDFGTGYSSL 

Azobr_200121      EDF-RRIIDR-HRLS--PDLVELEITEGAVMLAALKAMGIRVAVDDFGTGHSSL 

                         .            : :*::*   :         :   :  *   :.* 

 
 
.                                 

Azobr_30001       RLLYESKPDYLKIDRYFIDGIDQD----TRKRAIAHALVSYAHALGILIIAEGVETE 

RocR              DRLCEFPFSQIKLDRTFVQKMKTQ----PRSCAVISSVVALAQALGISLVVEGVESD 

Azobr_40391       SYLKRFRVDKLKIDRSFVTSLTDG----SDGGAIAEAIIGMARSLRMQTLAEGVETE 

Azobr_180308      SYLNNLPFDILKMDGSFTRNLGDAGRENASGQAVARAIIGLARSLSMTLVAEGVETP 

Azobr_100210      NYLHRFPIDKLKIDRSFIHDLEQD----GAGDSIPRAIVGLGRSLGLSVVAEGVETE 

Azobr_p410089     SYLQKFTFDKLKIDRSFVQLMAEN----RESLSIIRTILALAKSLDIAVTAEGVETE 

Azobr_40216       SYLHKLPIDSLKVDRSFVMAMHQS----EENRAIVRIIMDLARLLGFDVIAEGIETS 

Azobr_p1170039    SYLHKLPIDSLKVDRSFVMAMHQS----EENRAIVRIIMDLARLLGFDVIAEGIETS 

Azobr_p440044     AYLKRFPINTLKIDRSFVRDIVQS----STDPAIVNTIVNLADSLGFDTIAEGVETE 

Azobr_200121      SYLKRLPVTTLKIDRSFVNGVPSE----REDNGIVSTIIAMADMLGLDVVAEGVEKQ 

                    * .     :*:*  *   :           .:   ::  .  * :   .**:*.  
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Azobr_30001         KEFHTCRDLGCDFAQGYLIARPSLELR 

RocR                EQRVRLIELGCSIAQGYLFARPMPEQH 

Azobr_40391         EQFGGLARLGCDQIQGYLLGRPMPYDD 

Azobr_180308        EQLAWLAANGCTLIQGYLLGRPEAPQA 

Azobr_100210        AQLQLLRSLKCESFQGYLFSRPVLAEE 

Azobr_p410089       EQRTLLKNESCNQLQGYLIGRPVPACE 

Azobr_40216         ADANLLRALACDYGQGYHFARPMPAAD 

Azobr_p1170039      ADANLLRALACDYGQGYHFARPMPAAD 

Azobr_p440044       EQADMLRRQRCTRIQGFLISRPLDVDA 

Azobr_200121        EQANFLRHHNCTLVQGWLTGRPVPAGQ 

                     :        *   **:  .**      

 

 

 

Fig. 33. Alineamiento de los dominios PDEs de la proteína DgcD con otras proteínas de A. brasilense que 

también tienen el dominio proteico y con la proteína RocR de P. aeruginosa caracterizada como PDE. Se 

observa que 8 de las 10 proteínas incluyendo la proteína de estudio DgcD presentan conservado el motivo 

característico EAL (color rojo) ya otras 2 proteínas cambia solo un aminoácido. También se marcaron los 

aminoácidos que son importantes para la actividad. Sitio de unión a di-GMPc 1 (amarillo), Sitio de unión a 

metal 1 (verde), sitio de unión a metal 2 (gris bajo), sitio de unión a metal 3 (verde), sitio activo (A) (verde), 

loop 6 (fucsia), sitio de unión a H2O (amarillo), sitio de unión a metal 4(rojo con verde), sitio de unión a di-

GMPc 2 (azul con amarillo), sitios no conservados o degenerados (turquesa). Se observa que la proteína de 

interés DgcD tiene conservados todos los aminoácidos (programa utilizado Clustal W). 
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PAS 

XIV. 1.5 Modelo de la Proteína DgcD 

Con todos los análisis bioinformaticos que se realizaron se ilustra un modelo de la 

proteína DgcD donde se indica que está anclada en la membrana citoplasmática. 

El dominio CHASE se encuentra a nivel del espacio periplásmico, los dominios 

transmembrana se encuentran entre el dominio CHASE anclados a la membrana interna, 

mientras que el dominio PAS, GGDEF y EAL se localizan en el citoplasma recibiendo la 

transducción de señales para que se active su función (Fig. 34). 

 

  

 

  

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 34. Modelo propuesto para la proteína DgcD. Se observa el dominio CHASE en el periplasma, a los lados 
de este dominio se encuentran los TMD y los dominios PAS, GGDEF y EAL se encuentran a nivel del 
citoplasma. 
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XIV.2 Análisis de las cepas a estudiar por PCR. 

Se analizaron las mutantes obtenidas por (Gamboa- Pérez, 2014), con el fin de 

comprobar y garantizar su pureza, así como las cepas silvestres correspondientes, por 

medio de un ensayo de PCR. Esperando un mayor tamaño de las cepas mutantes de 

4,867 pb por aumento de la inserción del casete de Km (1.2 kb) (Fig. 35, panel A y panel 

B). 

 

 

   A        B 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 36. Electroforetograma de PCR mutantes y cepas Sp7 y Sp245. A. Carril 1: Marcador de peso molecular, 

en el carril 2 se muestra el amplificado de las cepa mutante-78 en el gen dgcD::Km
 R

 de A. brasilense Sp7 de 

un tamaño de 4867 pb, aumentando 1.2 kb por el casete de Km. Panel B. Marcador de peso molecular, en el 

carril 2 se muestra el amplificado de las cepa mutante-78 en el gen dgcD::Km
 R

 de A. brasilense Sp245, 

amplificado de tamaño de 4867 pb. 

 

XIV.3 Análisis cuantitativo de la producción de Biopelícula 

 

Ensayo de biopelícula en mutante 12-A  A. brasilense dgcD::kmR y A. brasilense Sp245.  

Se evaluó la formación de biopelícula en ambas cepas. Se observó una considerable 

disminución de la producción de biopelícula de la cepa 12-A en medio suplementado con 

la fuente de KNO3 del 74%, en comparación A. brasilense Sp245; mientras que en medio 

adicionado con NH4Cl se produce en ambas cepas menor cantidad de biopelícula en 

comparación con la producida por la cepa A. brasilense Sp245 en medio con  KNO3 (Fig. 

37) (Grafica 1). 
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Grafica 1. Determinación de la producción de la biopelícula normalizada, por el método del CV. Cultivos 
crecidos en medio Nfb, adicionado con KNO3 o NH4Cl como fuente de nitrógeno. Cada barra representa el 
promedio de tres ensayos independientes, con tres replicas por ensayo, y tres repeticiones, por cada uno de 
los cultivos, se muestra la desviación estándar y significancia estadística. 
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Fig. 37.  Biopelícula en la cepa silvestre  Sp245 teñida por el método de Cristal Violeta, el cultivo fue 

crecido en medio Nfb adicionado con KNO3 como fuente de nitrógeno. 
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Ensayo de biopelícula en mutante-78 A. brasilense dgcD::kmR y A. brasilense Sp7.  

Se evaluó la capacidad de la mutante para formar biopelícula, como se indicó en 

métodos. Se observó una disminución pequeña de la producción de biopelícula de la cepa 

78 en medio suplementado con la fuente de KNO3, en comparación A. brasilense Sp7, sin 

embargo no es estadísticamente significativo; mientras que en medio adicionado con 

NH4Cl se produce en ambas cepas menor cantidad de biopelícula; si se comparan ambas 

cepas la producción de biopelícula es menor en las cepas Sp7 y 78, en ambos medios, 

con respecto a las cepas Sp245 y A12-A (Grafica 2). 

 

            

 

Grafica 2. Determinación de la producción de la biopelícula normalizada, por el método del CV. Cultivos 

crecidos en medio Nfb, adicionado con KNO3 o NH4Cl como fuente de nitrógeno. Cada barra representa el 

promedio de tres ensayos independientes, con tres replicas por ensayo, y tres repeticiones, por cada uno de 

los cultivos, se muestra la desviación estándar y significancia estadística. 

 

XIV.4 Determinación de Unidades Formadoras de Colonias (UFCs)  

Con la finalidad de determinar el inoculo de 5.5X105- 5.5X106, para el estudio de 

movilidad y quimiotaxis, se requirió establecer el tiempo necesario de crecimiento de las 

cepas a estudiar. Por lo que se realizó el ensayo correspondiente. Los datos obtenidos se 

indican en las Tablas 1, 2, 3 y 4. 
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        Cepa             Tiempo            D. O.         UFCs (5μl) 

     Wt Sp245             18 h               1.098               6.1x106 

     Mut 12-A               18 h               1.096               5.6x106 

    

 

Tabla 1. Determinación de UFC/mL en MD inoculado de las cepas A. brasilense Sp245 y mut 12-A a las 

18 h.  

 

 

Preinoculo     Cepa    Tiempo        D. O. 

estandarizada 

UFCs (5μl) 

Tubo en MD Wt Sp245 14 h       1.132   5.2x10
5
 

 Mut 12-A 14 h       1.096   5x10
5
 

Tiempo: 18hrs Wt Sp245 16 h        1.234  7.6x10
6
 

 Mut 12-A 16 h        1.128  6.9x10
5
 

Wt Sp245 

D. O.  1.098 

Wt Sp245 18 h        1.306  1.06x10
6
 

 Mut 12-A 18 h         1.27  1.16x10
6
 

Mut 12-A 

D. O  1.096  

Wt Sp245 20 h      

       1.346 

 3.1x10
5
 

 Mut 12-A 20 h        1.322  9.6x10
5
 

 

Tabla 2. Determinación de UFC/mL de A. brasilense Sp245 y mut 12-A en un rango de tiempo de 

14- 20 h. Obteniendo el inoculo requerido para las dos cepas a las 18 h (cuadro rojo). 

 

 

 



 
70 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3. Determinación de UFC/mL en medio MD, de las cepas A. brasilense Sp7 y mut-78 por 18 h.  

 

 

Preinoculo     Cepa    Tiempo      D. O.  UFCs (5μl) 

Tubo en K-M Wt Sp7      14 h      1.038 
  
1.31x10

7
 

 Mut-78      14 h      0.954 1.38x10
7
 

Tiempo: 18hrs Wt Sp7      16 h      1.078 1.2x10
7
 

 Mut-78      16 h      1.072 1.14x10
7
 

Wt Sp7 

D. O. 1.016 

Wt Sp7      18 h      1.146 3.1x10
6
 

 Mut-78      18 h      1.142 6.8x10
6
 

Mut-78 Wt Sp7      20 h      1.250 1.7x10
6
 

D. O. 1.12 Mut-78      20 h      1.244 3.9x10
6
 

 

Tabla 4. Determinación de UFC/mL de A. brasilense Sp7 y mut-78 en un rango de tiempo de 14-20 

h. Obteniendo inoculo requerido para las dos cepas a las 20 h (cuadro rojo). 

 

XIV.5 Determinación de la movilidad 

Ensayo de movilidad en la mutante 12-A  A. brasilense dgcD::kmR y A. brasilense Sp245.  

El ensayo de movilidad se determinó en medio K- malato  con 9 diferentes 

quimioatractantes (Lactato, Malato, Piruvato, Succinato, Fumarato, Gluconato, Glutamato, 

        Cepa          Tiempo            D. O.            UFCs (5μl) 

        Wt Sp7            18 h               1.016               1.6x106 

         Mut -78            18 h               1.12               1.46x106 
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Prolina y Fructosa). Los halos de crecimiento fueron medidos a las 24 h y 48 h. Se 

observó discreto aumento de la cepa mutante 12-A con respecto a la silvestre Sp245 en 

todos los quimioatractantes los datos son estadísticamente significativos a excepción de 

Lactato y Glutamato (gráfica 3), (Fig. 38). A las 40 h en malato se presentó mayor 

movilidad en estos quimioatractantes (4.5 /6.2 cm) de la mutante con respecto a la 

silvestre; en Piruvato (4.4/ 7.4 cm) de la mutante con respecto a la silvestre (gráfica 4). A 

las 48 h se observa también un ligero aumento de la mutante 12-A con respecto a la 

silvestre Sp245, los datos son estadísticamente significativos a excepción de Lactato y 

Glutamato (gráfica 5) (Fig. 39). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 3. Movilidad de las cepas: A. brasilense Sp245 y mut 12-A, en presencia de los quimio atrayentes: 

Malato, Piruvato, Fumarato, Lactato Succinato, Glutamato, Gluconato, Prolina y Fructosa. A las 24 h, cada 
barra representa el promedio de tres ensayos independientes con desviación estándar y significancia 
estadística. 
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Fig. 39. Halo quimiotáctico en 48 h de la cepa  A. 
brasilense Sp245 y mut 12-A en medio minimo 

con Succinato. 
Fig.38. Halo quimiotáctico en 24 h de la 
cepa  A. brasilense Sp245 y mut 12-A en 

medio minimo con Piruvato. 

 

Sp245 Mut 12-A Sp245 Mut 12-A 



 
72 

Ensayo de movilidad en mutante-78  A. brasilense dgcD::kmR y A. brasilense Sp7.  

El ensayo de movilidad se determinó en medio K- malato con 9 diferentes 

quimioatractantes (Lactato, Malato, Piruvato, Succinato, Fumarato, Gluconato, Glutamato, 

Prolina y Fructosa). Los halos de crecimiento fueron medidos a las 24 h y 48 h. La cepa 

silvestre Sp7 fue más móvil con respecto a la mutante-78, en todos los quimioatractantes, 

todos  los datos son estadísticamente significativos. Se apreció movilidad a las 24 y 48 h 

en los quimioatractantes  Malato, Piruvato, Lactato y Succinato, a excepción de fructosa 

(grafica 6 y 7) (Fig. 40, 41 y 42). La movilidad en Fructosa se observa hasta las 72 h y 96 

h también con un ligero aumento de la mutante-78 con respecto a la silvestre Sp7 

observando un halo de (1.73/0.66) y (3.5/2) los datos son estadísticamente significativos 

(grafica 8 y 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sp7 Mut-78 

Mut-78 Sp7 Mut-78 Sp7 

Fig. 40. Movilidad en 48 h de A. 
brasilense Sp7 y mut- 78 en Piruvato. 

 

Fig. 41. Movilidad en 48 h de Sp7 y 
mut-78 en Fumarato. 

 

Fig. 42 Movilidad en 48 h de Sp7 y mut-78 en Succinato. 
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Gráfica 6. Ensayo de movilidad de: A. brasilense Sp7 y mut-78, con los quimio-atrayentes: Malato, Piruvato, 
Lactato y Succinato. A las 24 h, cada barra representa el promedio de tres ensayos independientes con 
desviación estándar y significancia estadística. 

 

 

Gráfica 7. Ensayo de movilidad de: A. brasilense Sp7 y mut-78 con Malato, Piruvato, Lactato, Succinato, 

Glutamato, Gluconato Fumarato y Prolina. A las 48 h, cada barra representa el promedio de tres ensayos 
independientes con desviación estándar y significancia estadística 
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Gráfica 8. Ensayo de movilidad de: A. brasilense Sp7 y mut-78, con el quimioatrayente: Fructosa a las 72 h, 
cada barra representa el promedio de tres ensayos independientes con desviación estándar y significancia 
estadística. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 9. Ensayo de movilidad de: A. brasilense Sp7 y mut-78, con el quimioatrayente: Fructosa a las 96h, 

cada barra representa el promedio de tres ensayos independientes con desviación estándar y significancia 
estadística. 
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XIV.6 Determinación de producción de EPS 

Ensayo de EPS en mutante 12-A  A. brasilense dgcD::kmR y A. brasilense Sp245. Una de 

las características de una biopelícula es la presencia de EPS en la matriz, por tal motivo 

se procedió a cuantificar como se indicó en métodos. Se observó que en el medio con  

KNO3  se produce en ambas cepas mayor cantidad de EPS, mientras que en medio 

adicionado con NH4Cl se observa una considerable disminución de la producción de EPS 

de la cepa mutante 12-A en comparación con la cepa silvestre A. brasilense Sp245 

(gráfica 10). 

 Además también se cuantifico la unión del colorante RC a EPS normalizado con la 

cuantificación de proteína (mg). Se observó una disminución de la cantidad de EPS  de la 

cepa mutante 12-A  en comparación con A. brasilense Sp245 para ambos medios con 

KNO3  y NH4Cl (gráfica 11). 

 

 

         

 

Gráfica 10. Porcentaje de cuantificación de EPS en las cepas: A. brasilense Sp245 y mut 12-A, en presencia 

de las fuentes de nitrógeno: KNO3 y NH4Cl a las 120 h, cada barra representa el promedio de tres ensayos 
independientes con tres replicas por ensayo y tres repeticiones por cada uno de los cultivos con desviación 
estándar y significancia estadística. 
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Gráfica 11. Porcentaje de cuantificación de EPS  unidos a Rojo Congo, normalizado con la cuantificación de 
proteínas en las cepas: A. brasilense Sp245 y mut 12-A, en presencia de las fuentes de nitrógeno: Nitrato de 

Potasio (KNO3) y Cloruro de Amonio (NHCl4) a las 120 h, cada barra representa el promedio de tres ensayos 
independientes con tres replicas por ensayo y tres repeticiones por cada uno de los cultivos con desviación 
estándar y significancia estadística. 

 

 

Ensayo de EPS en mutante-78  A. brasilense dgcD::kmR y A. brasilense Sp7.  

Una de las características de una biopelícula es la presencia de EPS en la matriz, por tal 

motivo se procedió a cuantificar como se indicó en métodos. Se observó que en el medio 

con KNO3  se produce en ambas cepas mayor cantidad de EPS, mientras que en medio 

adicionado con NH4Cl se observa una considerable disminución de la producción de EPS 

de la cepa A. brasilense Sp7 en comparación con la cepa mutante 78 (gráfica 12).  

Además también se cuantifico la unión del colorante RC a EPS normalizado con la 

cuantificación de mg de proteína. Se observó una considerable disminución de la 

cuantificación de EPS de la cepa 78 en comparación con A. brasilense Sp7 para el medio 

suplementado con KNO3, mientras que en medio adicionado con NH4Cl se produce en 

ambas cepas mayor cantidad de EPS (grafica 13). Y si se comparan ambas cepas la 

producción de EPS es menor en las cepas Sp7 y mutante 78-A, en ambos medios solo 

para la cuantificación normalizada con mg de proteína. 
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Gráfica 12. Porcentaje de cuantificación de EPS en las cepas: A. brasilense Sp7 y mut-78, en presencia de 

las fuentes de nitrógeno: Nitrato de Potasio (KNO3) y Cloruro de Amonio (NH4Cl) a las 120 h. Cada barra 
representa el promedio de tres ensayos independientes con tres replicas por ensayo y tres repeticiones por 
cada uno de los cultivos con desviación estándar y significancia estadística.  

 

 

 

Gráfica 13. Porcentaje de cuantificación de EPS  unidos a rojo Congo, normalizado con la cuantificación de 
proteínas en las cepas: A. brasilense Sp7 y mut-78, en presencia de las fuentes de nitrógeno: Nitrato de 

Potasio (KNO3) y Cloruro de Amonio (NHCl4) a las 120 h. Cada barra representa el promedio de tres ensayos 
independientes con tres replicas por ensayo y tres repeticiones por cada uno de los cultivos con desviación 
estándar y significancia estadística. 
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XV. Discusión 

Las vías de transducción de señales son mecanismos ampliamente utilizados por los 

microorganismos para responder a estímulos del exterior. Las bacterias se enfrentan a 

diversos ambientes con constante cambio debido a diferentes variaciones como la 

disponibilidad de nutrientes, tensión de oxígeno, temperatura, pH, así como salinidad y 

metales pesados. Es indispensable que las bacterias respondan a los diferentes cambios 

y adaptarse al entorno por medio de percepción de señales obteniendo los nutrientes y la 

suficiente energía y conseguir un ahorro de la misma. Por esto, en el mundo bacteriano la 

regulación de la expresión génica constituye una herramienta fundamental para adaptarse 

a un hábitat cambiante.  

Los mecanismos que responden a distintos estímulos del medio ambiente así como a 

cambios intracelulares, son detectados por proteínas modulares de señalización a través 

de mecanismos de transducción de señales que desencadenan respuestas de adaptación 

de la célula; las cuales se regulan de distintas maneras en diferentes bacterias (Gao & 

Stock, 2009). 

Se ha descrito que el segundo mensajero di-GMPc regula varios fenotipos vitales para la 

célula, a través de vías de señalización complejas hacia respuestas específicas, así como 

adaptación ante diversos estímulos extracelulares e intracelulares en diferentes 

microorganismos. El di-GMPc se relaciona con diversas respuestas fisiológicas como la 

transición entre estilo de vida plantónico y sésil (biopelículas) así como la producción de 

adhesinas, síntesis de EPS y  movilidad. 

Por la relevancia que implica el conocimiento de la participación del di-GMPc en nuestro 

modelo de estudio A. brasilense se realizó un análisis bioinformático, se inició con el 

análisis de los genes que codifican a  las proteínas DGCs; en el 2013 (Gamboa- Peréz, 

2014), estudió los genes dgcD y dgcE, particularmente seleccionados por el interesante 

contexto genético, en que se ubican los genes y se obtuvieron las correspondientes 

mutantes.  

Se prosiguió a realizar un análisis fenotípico de las mutantes en el gen dgcD de las cepas  

Sp7 y Sp245 comparándolas con las cepas silvestres. Con el fin de elucidar su función en 

la producción de biopelícula, producción de EPS y quimiotaxis in vitro. 

El análisis bioinformatico de la proteína DgcD mostro que contiene un dominio CHASE en 

el N-terminal probablemente a nivel periplásmico y entre dos dominios transmembrana 
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que le permite anclarse a la membrana citoplasmática, un dominio PAS que está 

relacionado con sistemas de transducción de señales de igual forma que el dominio 

CHASE, y acoplados a estos están los dominios GGDEF y EAL (Fig. 19-24 y 34).  

El dominio CHASE (Cyclases/Histidine kinases Associated Sensory Extracellular) se 

encuentra extracelular o periplásmico con una región citoplasmática, junto a diversos 

dominios de señalización enzimática como cinasa histidínica, adenilato ciclasa, DGCs y 

los dominios PDE tipo EAL, así como dominios no enzimáticos tipo PAS, GAF,  REC. Los 

límites y la longitud del dominio se establecen en función de los segmentos 

transmembrana que flanquean el dominio en ambos extremos (Anantharaman & Aravind, 

2001). Se ha observado el dominio CHASE en el receptor de planta citocinina (CK) Cre1, 

lo que, sugiere que versiones de este dominio reconocen derivados de adenina similares 

a citocinina, así como ligandos peptídicos de bajo peso molecular y median la 

transducción de señales a través de los respectivos receptores. La descripción de  este 

dominio de unión a ligando-receptor-asociado y de la señalización de citocininas por 

plantas (Mougel & Zhulin, 2001; Pas et al. 2004), en Azospirillum, conduciría a la posible 

señalización por esta molécula durante la interacción con la planta hospedera; es por 

tanto, importante estudiar la proteína DgcD y su probable papel en la colonización a la 

planta.  

Las proteínas que contienen los dominios Per-ARNT-Sim (PAS/PAC) son modulares y 

funcionan  para detectar una amplia variedad de estímulos físicos y químicos, y regular la 

respuesta, la actividad de los dominios efectores (de salida) en las proteínas de 

transducción de señales como activación enzimática o regulación de genes. Los dominios 

PAS comprenden de 100-120 a. a. y presentan baja identidad en la secuencia, sin 

embargo conservan la estructura secundaria (Finn et al. 2006). Se unen a cofactores 

como metabolitos, iones, hemo y nucleótidos (FAD). Aunque es probable que muchos 

dominios PAS ejercen su papel fisiológico en la ausencia de cualquier cofactor. Con 

frecuencia, los dominios PAS median interacciones proteína-proteína. Dicha unión 

promueve la actividad de los dominios efectores de DGC y PDE. Por lo tanto, las 

interacciones entre PAS y otros dominios de sensores y efectoras son críticas para la 

transducción de señales. (Möglich et al. 2009). Entonces la presencia de este dominio en 

la proteína DgcD modularía la actividad de DGC o PDE. Por tanto es tentativo especular 

que la actividad dual de la proteína podría ser regulada por la percepción de estímulos 

externos e intracelulares por medio del dominio PAS/PAC al detectar O2, NO, CO, el 
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estado redox de los componentes de la cadena de transporte de electrones, moléculas 

sensibles a la luz, y una variedad de otras señales (Römling et al. 2013).  

Los alineamientos de la proteína en estudio de los dominios DGC y PDE con las proteínas 

ya cristalizadas y caracterizadas PleD de C. crecentus CB15 y WspR de P. aeruginosa  

con función de DGC y RocR de PDE, indicaron que en DgcD están conservados los 

residuos de amino ácidos que son requeridos para la actividad enzimática de ambos 

dominios (Fig. 32 y 33), por lo cual se sugiere que la proteína DgcD presenta ambas 

actividades dependiendo de las señales percibidas. 

Los resultados de la formación de biopelícula (gráfica 1 y 2) indican mayor producción de 

biopelícula en el medio adicionado de KNO3 que en presencia de NH4Cl. A. brasilense  

presenta la vía de denitrificación por medio de la nitrato reductasa periplásmica (Nap) y 

las nitrito reductasa (NirK1 y NirK2). Ambas enzimas producen óxido nítrico (NO) 

intermediario de la via de desnitrificación, molécula señal que modula de manera positiva 

la formación de biopelícula a través del proceso de desnitrificación (Arruebarrena et al. 

2012). Además evidencia creciente indica que el NO es una molécula de señalización 

clave que está implicada en una amplia gama de funciones en las plantas (Creus et al. 

2005; Molina-Favero et al. 2008). Se ha demostrado que el NO desempeña un papel 

importante en cascadas de señalización regulando la producción de AIA, y esta molécula 

actúa regulando genes de Azospirillum; un efecto de la producción del AIA en la 

producción de biopelícula por la bacteria es un aspecto a definir. Sin embargo, la mutante 

derivada de la cepa Sp245, presentó una disminución de la producción de biopelícula del 

75% en el medio adicionado con la fuente de nitrógeno KNO3. Sugerente de que la 

actividad de DGC está afectada (gráfica 1). Este dato correlaciona con lo obtenido en los 

ensayos de movilidad en presencia de diversos quimio atractantes (gráficas 3, 4, y 5). 

Mientras que la mutante-78 derivada de la cepa Sp7 en medio de KNO3, no presenta 

cambio con respecto a la cepa A. brasilense Sp7 silvestre, y un resultado sorprendente 

fue el determinado en el medio adicionado de NH4Cl en el cual se observó un aumento del 

211%, a pesar de la baja producción de biopelícula en dicho medio (gráfica 2). Sugiriendo 

que funcionaría como PDE, este dato correlaciona con la disminución de la movilidad en 

la mutante (gráficas 6, 7, 8, y 9). 

En general, las DGCs aumentan niveles intracelulares de di-GMPc que se correlaciona 

con promover estilos de vida sésiles, agregación y la formación de biopelículas, pero con 
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reprimir el fenotipo de  movilidad. Mientras que las PDEs regulan  niveles  bajos de di-

GMPc y se correlaciona con promover la movilidad de la bacteria (Hickman et al. 2005; 

Hay et al. 2009; Newell et al. 2011; Römling et al. 2013). No obstante en A. brasilense 

Sp7 estudios de Russell et al. (2013), indican que esta apreciación podría ser simplista en 

esta bacteria.  

Una parte esencial en la biopelícula son los EPS, componente principal de las matrices, la 

síntesis del polisacárido se requiere para la unión a la superficie de la raíz. Se realizó el 

ensayo de producción de EPS por medio de la unión al colorante RC, en la mutante 12-A 

y A. brasilense Sp245, se observa una disminución de los EPS en la cepa mutante con 

respecto a la silvestre A. brasilense Sp245  (gráfica 10 y 11), lo que concuerda con los 

datos de producción de biopelícula disminuida; mientras que en  la cepa A. brasilense Sp7 

y mutante-78, se observa un incremento de los EPS en la cepa mutante-78 con respecto 

a la silvestre A. brasilense Sp7. Varios aspectos podrían ser responsables de tal resultado 

ya que la matriz está constituida por varios componentes, entre ellos proteínas, ADN 

extracelular y apéndices propios de la célula como fimbrias y flagelos. Es importante 

indicar que tres clases de EPS pueden participar en la matriz de Azospirillum y solo una 

clase de EPS puede ser detectada por el colorante RC. Se sugiere utilizar una técnica 

más específica para detectar los EPS totales o utilizar una tinción más específica como el 

calcofluor, ya que se ha demostrado  por las colonias que crecen en medios que 

contienen el colorante fluorescente calcofluor, que se une predominantemente a enlaces 

glucanos  β-1,4 y β- 1,3 en la producción del polisacárido de superficie de Azospirillum 

(Wood and  Fulcher, 1978). Por otra parte, un exceso de EPS podría contribuir a la 

alteración en la movilidad observada (grafica 12 y 13). 

Aunque muchas proteínas GGDEF / EAL están involucrados en la formación de 

biopelículas, las señales a las que responden estas proteínas permanecen en gran parte 

desconocidas. La proteína DgcD presenta dominios de señalización que estarían 

detectando señales tanto externas como internas. Estudios posteriores deberán dilucidar 

este importante aspecto.  

En conclusión los datos anteriores sugieren que la proteína tiene ambos dominios 

funcionales pero en diferentes cepas. Sin embargo, las diferencias en las respuestas 

también pueden ser debido al origen de las cepas bacterianas es decir si se aíslan de la 

superficie (la rizosfera) en este caso la cepa Sp7 de A. brasilense  o internamente de la 

planta (endofíticas) cepa Sp245 de A. brasilense. Por lo cual debido a la competencia 
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rizosferica, en ambas cepas, al haber diferentes condiciones la señalización es distinta 

por lo que se pueden observar distintos fenotipos. La adaptación de la bacteria a las 

condiciones nutricionales proporcionadas por la planta  puede, por lo tanto, desempeñar 

un papel importante en su establecimiento. Y hay que considerar que también la 

colonización de la bacteria hacia la planta depende la planta, ya que cada variedad 

vegetal secreta diferentes exudados radiculares (Bacilio-Jiménez et al. 2003). Además, se 

ha establecido que las bacterias que presentan una diversidad de su genoma, les permite 

una mejor adaptación y supervivencia en el hábitat en que se encuentra; ya que el género 

Azospirillum, habita en la rizosfera asociada a planta, cuyo ambiente es muy competitivo 

por nutrientes y esta redundancia puede favorecer su sobrevivencia en el ambiente 

(Wisniewski-Dyé et al. 2011). 

XVI. Conclusiones 

 

• El análisis bioinformático predice que el gen dgcD codifica para la proteína híbrida 

DgcD, cuyos dominios GGDEF y EAL están conservados. Con dominios de 

señalización CHASE y PAS. Además de dos dominios transmembrana que 

predicen un anclaje probable a la membrana celular. 

• El gen que codifica para la DgcD está conservado en los genomas de las cepas de 

A. brasilense Sp245 y Sp7, así como en Azospirillum lipoferum sp B510 y 4B. 

• Se observó que la mutante 12-A en el gen dgcD::KmR de A. brasilense Sp245, 

presentó una disminución en la formación de biopelícula de 3.8 veces menor en 

comparación con la cepa silvestre en el medio mínimo adicionado con KNO3, 

mientras que la producción de EPS disminuyó 4.1 en medio adicionado con NH4Cl, 

bajo las condiciones de la determinación de los EPS por el método del rojo Congo. 

•  La movilidad se encontró aumentada, en presencia de varios quimioatractantes, lo 

que sugiere que bajo las condiciones experimentales probadas funciona como  

Diguanilato ciclasa, disminuyendo quizás localmente la concentración celular del 

di-GMP. 

• La mutante-78 derivada de la cepa silvestre A. brasilense Sp7 dgcD::kmR presentó 

un fenotipo diferente al de la mutante 12-A, ésta última no está alterada en la 

formación de biopelícula (en ambos medios de cultivo). Mientras que presentó 

disminución de la movilidad en presencia de varios quimioatractantes. 
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Funcionando como una fosfodiesterasa, bajo las condiciones experimentales del 

ensayo. 

• Cabe la posibilidad de que el fondo genético de las cepas tenga diferencias no 

comprendidas, consideradas, ni exploradas en este estudio preliminar que 

modulen a los genes estudiados en este trabajo, responsables de los datos 

obtenidos aparentemente contradictorios. 

 

XVII. Perspectivas 

• Analizar el fenotipo de colonización al trigo de A. brasilense Sp245 Δ12-A (dgcD) 

• Complementación de la mutante y analizar los fenotipos de A. brasilense 

Sp245Δ12-A (dgcD) 

•  Caracterización de la actividad de DGC de A. brasilense Sp245 (dgcD) 

• Analizar el fenotipo de colonización al trigo de A. brasilense Sp7 Δ-78 (dgcD) 

•  Complementación de la mutante y analizar los fenotipos A. brasilense Sp7 Δ-78 

(dgcD) 

• Caracterización de la actividad de PDE de A. brasilense Sp7 (dgcD) 
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XIX. Anexo 

Medios de Cultivo 
 

MEDIO LB* (Luria Bertani Modificado) 

Para un 1000 ml 

 Extracto de levadura   ……………………………………………...……5.0 g 

 Cloruro de sodio  (NaCl) 10mM …………………………………... 0.5344 g  

 Pectona de caseína ………………………………………….…………10.0 g 

 Sulfato de Magnesio (MgSO4) 2.5 mM…………………….………..0.6162g 

 Cloruro de Calcio (CaCl2) 2.5 mM……………………….……….….0.3675g 
. 

Ajustar el  pH a 7  con  NaOH al 20%  
Para medio solido preparar agar bacteriológico al 1.5 % 
Esterilizar a 15 libras, 121 °C por 20 minutos. 
 
 
 
MEDIO D (Difco) 

Para 1000 ml 

 Nutriente Broth (Caldo Difco) ………………………………...….8.00  g  

 MgSO4 .7H2O ………………………………………………..........0.25  g 

 KCl .4H2O ……………………………………………………..…...1.00  g 

 MnCl2   …………………………………………………………………………………………...0.01  g 
 
Ajustar el  pH a  6.8 con KOH  al 20 %   
Para preparar medio sólido, utilizar el agar bacteriológico al 1.5 % 
Esterilizar a 15 Lb, 12°C durante 20 minutos. 
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Medio rojo Congo (RC) 

Una de las características fenotípicas más ampliamente usada como criterio para el reconocimiento 
tentativo del género Azospirillum es el color rojo escarlata que toman las colonias al crecer en un 
medio adicionado del colorante rojo Congo. 

Para 1000 ml 

 DL-málico ………………………………………………………….......5.0 g 

 Extracto de levadura…………………………………………………...0.5g 

 K2HPO4 10 % …………………………………………………….….....5 ml 

 MgSO4*7H2O 10% ………………………………………………….....2 ml 

 NaCl 10% …………………………………………………………..…....1ml 

 FeCl3 1% ……………………………………………………………....1.4 ml 

 NaMoO4*2H2O O.1% …………………………………………….....…2 ml 

 KOH ……………………………………………………………………..4.8 g 

 rojo Congo 0.25% ………………………………………….…….…...15 ml  

 Agar bacteriológico ……………………………………………..1.5g/100ml 
 

 
Esterilizar a 15 Lb, 12°C durante 20 minutos. 
 
 
Medio K-Malato  
 
Base para 1000 ml 
 

 

 K2HPO4 (Fosfato de Potasio monobásico)………………………………….. 1.67 g  

 KH2PO4 ( Fosfato de potasio bibásico) …………………………....……...….0.87g 

 MgSO4*7H2O…...…..…………………………………………….……..…….. 0.29 g  

 NaCl.……………………………………………………………………..……… 0.48g  

 Ácido Málico.…………………………………………………..…….…...….. 4.5326g 
 
Esterilizar a 5 Lb,  durante 30 minutos. 
 
Reactivos para complementar  
 

 CaCl2 0.7%................................................................................................. 10 ml 

 FeCl3 1%......……………………...…………………………………….…………1ml  

 NaMoO4*2H2O O.5%.....................................................................................1ml 

 NH4Cl 20 %.....................................................................................................5ml 

 Oligoelementos…………………………………..………………….…………….10ml 
 
Oligoelementos (1000 ml) 

 

 MnSO4 (Sulfato de manganeso)…………………………………....….……0.25g 

 ZnSO4 7 H2O (Sulfato de zinc heptahidratado)…………………………….0.07g 

 CoSO4 7 H2O (Sulfato de cobalto heptahidratado)……………………….0.014g 

 CuSO4 5 H2O (Sulfato de Cobre)…………………………………..……..0.0125g 

 H3BO3 (Ácido Bórico)………………………………………………………..0.003g 
 
Esterilizar a 5 libras durante 30 min. 
Finalmente, dejar a prueba de esterilidad a 30 °C toda la noche. 
 



 
95 

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

la esterilización y posteriormente se adicionan a la base en condiciones estériles. 
 
 
Medio NFb (Nitrogen Fixation Biological) 
 

 Ácido málico………………………………………………….………….3.70g 

 K2HPO4 10%........................................................................................5ml 

 MgSO4.7H2O 10%...............................................................................2ml 

 NaCl 10%.....……………………………………………………………...1 ml 

 CaCl2 2H2O 1%.………………………………………………...………...2 ml 

 Micronutrientes.…………………………………………………………...2 ml 

 Fe-EDTA 1.64%.…………………………………………………...……..4 ml 
 
 
Fuentes de Nitrógeno para 1000ml 

 KNO3.……………………………………………………..………..1.390g 

 NH4Cl……………………………………………………..……..…0.378g 
 
 
 
Stock de Micronutrientes 
 

 Na2MoO4 2H2O.………………………………………………….…...0.200ml 

 MnSO4 H2O………………………………………………………..........0.245g 

 H3BO4.………………………………………………….........................0.280g 

 CuSO4.…………………………………………………….....................0.008g 

 ZnSO4.…………………………………………………….....................0.024g 

 H2O…………………………………………………………………….… 200ml 
 
Esterilizar a 15 Lb, 121°C durante 20 minutos. 
 
Ajustar el pH a 6.5 con KOH al 10% 
 
Nota: Esterilizar las sales a 5 L durante 30 minutos, los micronutrientes se preparan en 
condiciones de esterilidad y con agua inyectable. Adicionar las sales y los micronutrientes a la base 
en condiciones de esterilidad antes de esterilizar.  
 

 

 

 


